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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION
La presente invencién describe un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina que tiene la

formula general I:
H CH, =-S=R=X
0 2
' 0, H
H o H a/
OH
Férmula I

Dondemes 0-7, n ea1-8, m +n=7u8; R es (Ci-0-alquileno, opcionalmente sustituido con 1-3
grupos OH, 6 (CHe)s-fenileno-(CH2: 0, p son independientemente 0 — 4; X es COOH, CONHR:
NHCORs, SO:0H, PO(OH)s, O(CHa-CHy-O)q"H, OH, o tetrazol-5-ilo, R: es H 6 (Ci-0alquilo; Rz es
carboxifenilo; q es 1-3; o sales farméceuticamente aceptables del mismo.

El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina es muy adecuado para ser usado en la reversién del
blogqueo neuromuscular inducido por firmacos.
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DERIVADOS DE 6-MERCAPTO-CICLODEXTRINA USADOS COMO
AGENTES DE REVERSION PARA EL BLOQUEO NEUROMUSCULAR
INDUCIDO POR FARMACOS.



MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencidn se refiere a derivados de 6-mercapto-
ciclodextrina, a su uso en la preparacién de un medicamento
para la reversi@n del _bloqueo neuromuscular inducido por

farmacos, y a un kit para proporcionar bloqueo neuromuscular y

su reversion.

Un agente bloqueador neuromuscular (NMBA, también
llamado "relajante muscular") se usa rutinariamente durante la
administracién de la anestesia para facilitar la intubacién
endotraqueal, y para permitir el acceso quirirgico a las
cavidades del cuerpo, en particular el abdomen y el térax, sin
obstrucciones por el movimiento muscular voluntario o reflejo.
Los NMBAs también se usan en el culdado de pacientes
criticamente enfermos sometidos a terapia intensiva, para
facllitar el acatamiénto de la ventilacién mecénica cuando la
sedacién y la analgesia solas han resultado inadecuadas, vy
para impedir los viclentos movimientos musculares asociados
con el tratamiento de terapia electroconvulsiva.

En base a .sus mecanismos de accidon, los NMBAs se
dividen en dos categorias: despolarizantes Y no
despolarizantes. Los agentes bloqueadores neuromusculares
déspolarizantes se unen a los receptores de acetilcolina
nicotinicos (nAChRs) en la unién neuromuscular, de una manera
similar al neurotransmisor endégeno acetilcolina. Estimulan
una apertura inicial del canal iénico, produciendo
contracciones conocidas como fasciculaciones, Sin embargo,

debido a que estos farmacos son descompuestos sélo en forma
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relativamente lenta por las enzimas colinesterasas, en
comparacién con la muy répida hidrSlisis de la acetilcolina
por las acetilcolinesterasas, quedan unidos por un periodo
mucho més largo que la acetilcolina, causando una persistente
despolarizacion de la placa del extremo y, por lo tanto, un
blogqueo neuromuscular. La succinilcolina (suxametonio) es el
ejemplo mAs conocido de NMBA despolarizante.

Los agentes bloqueadores neuromusculares no

despolarizantes compiten con la acetilcolina para unirse a los

nAChRs del misculo pero, @a diferencia de los NMBAS

despolarizantes, no activan el canal. Bloquean la activacién
del canal por acetilcolina y asi impiden la despolarizacidén de
la membrana celular y, como resultado, el misculo se vuélve
flaccido. La mayoria de los NMBAs clinicamente usados
pertenecen a la categoria no despolarizante. Estos incluyen
tubocurarina, atracurio, (cis)atracurio, mivacurio,
pancuronio, vecuronio, rocuronio y rapacuronio (Org 9487).

Al final de una cirugia o de un periodo de cuidado
intensivo, frecuentemente se administra al paciente un agente
de reversién de los NMBAs para ayudar a la recuperacién de la
funcidén muscular. Los agentes de raversidén méAs cominmente
usados son inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE), tales
como neostigmina, edrofonio y piridostigmina. Debido a que el
mecanismo de accidén de estos fdrmacos es aumentar el nivel de
acetilcolina en la unién neuromuscular inhibiendo la
descomposicién de la acetilcolina, no son adecuados para la
reversion de los NMBAs despolarizantes tal como 1la
succinilcolina. El uso de inhibidores de AChE como agentes de

reversion lleva a problemas con la selectividad, debido a que
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la neurotransmisién a todas las sinapsis (tanto sométicas como
auténomas) que involucran al neurotransmisor acetilcolina, es
potenciada por estos agentes. Esta falta de selectividad puede
llevar a muchos efectos secundarios debido a la activacién no
salectiva de los receptores de acetilcolina muscarinicos y
nicotinicos, incluyendo bradicardia, hipotensién, salivacidn
aumentada, nédusea, vémitos, calambres abdominales, diarrea y
broncoconstriccién. Por lo tanto en la préctica, estos agentes
pueden usarse solamente después de o junto con 1la
administracién de atropina (o glicopirrolato), para
antagonizar los efectos muscarinicos de la acetilcoliqa en los
receptores muscarinicos en las uniones de neurcefectores
parasimpdticos autbénomos (por ejemplo el corazdén). El uso de
un antagonista de receptor de acetilcolina muscarinico
(mAChR), tal como atropina, causa un nimerc de efectos
secundarios, por ejemplo taquicardia, boca seca, visidn
borrosa, dificultades para vaclar la vejiga y ademds puede
afectar la conduccidén cardiaca.

Otro problema con los agentes anticolinesterasas es

'que debe haber presente una actividad neuromuscular residual

(>10% de actividad de espasmos) para permitir la répida
recuperacién de la funcién neuromuscular. Ocasionalmente, Yya
sea debido a hipersensibilidad del paciente o sobredosis
accidental, la administracién de NMBAs puede causar un bloqueo
completo y prolongado de la funcidn neuromuscular {"bloqueo
profundo"). Actualmente, no hay un tratamiento confiable para
revertir este "blogueo profundo”. Los intentos por superar un
"bloqueo profundo" con altas dosis de inhibidores de AChE

tienen el riesgo de inducir una "crisis colinérgica”, gque da

-/g'S"



como resultadc una amplia gama de sintomas relacionados con la
estimulacién aumentada ds los receptores muscarinicos vy

nicotinicos.

En la solicitud de patente europea 99.306.411 (AKZO
NOBEL N.V.), se divulga el uso de éuelantes (o secuestrantes)
quimicos como agentes de reversién. Se describen gquelantes
quimicos capaces de formar un complejo de asociado ("guest")-
huésped para 1la fabricaci6n de un medicamento para la
reversioén del bloqueo neuromuscular inducido por férmacos. El
uso de quelantes quimicos como agentes de reversién para NMBAs
tiene la ventaja de que son eficaces para revertir la accién
de los NMBAs tanto despolarizantes como no despolarizantes. Su
uso no aumenta el nivel de acetilcolina y, por lo tanto,
producen menos efectos secundarios y ninguno asociado con la
estimulacién de los receptores muscarinicos y nicotinicos que
se observa con los agentes de reversién para AChE. Ademés, no
hay necesidad del uso combinado de un inhibidor de AChE y un
antagonista de mAChR (por ejemplo, atropina), en tanto que los
quelantes quimicos pueden ademés ser empleados en forma segura
para la reversién del "bloqueo profundo". Ejemplos de estos
quelantes quimicos, descritos en 1la patente europea EP
99.306.411, fueron seleccionadas entre diversas clases de
compuestos orgdnicos, en su mayoria ciclicos, que son
conocidos por su capacidad para formar complejos de inclusién
con diversos compuestos orgdnicos en solucidn acuosa, por
ejemplo oliqgosacéridos ' ciciicos, ciclofanos, péptidos
ciclicos, calixarenos, éteres coronados y éteres aza
coronados.

Las ciclodextrinas,
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H H
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H OH

n=6 -9

una clase de moléculas ciclicas que contienen seis o més
unidades de a-D-glucopiranosa unidas en las posiciones 1,4
por enlaces o como en Jla amilosa, y sus derivados, fueron
identificadas en la patente EP 99.306.411 como particularmente
dtiles en la reversién de muchos de los agentes blogueadores
neuromusculares o relajantes musculares cominmente usados,
tales como rocuronio, pancuronio, vecuronio, rapacuronio,
mivacurio, atracurio, (cis)atracurio, succinilcolina Y

tubocurarina.

Se ha encontrado ahora que los derivados de 6-

mercapto-ciclodextrina que tienen la formula general I:

CH,0H
H A H CHy—S—-R-X
oH H HAL O\H
0 OH H/Nq
H OH m . n
Formula I

donde m es 0-7, nes 1-8, mtn =7 u 8;



R o8 (c1_5)a1duileno, opcionalmente sustituido con 1-3 grupos
OH, o (CHz)o-fanileno-(CHz)p-;

o, p son independientemente 0-4;

X es COOH, CONHR), NHCORz, S020H, PO(OH)2, O(CHz-CH2-0)q-H,
OH, o tetrazol-5-1lo;

R} es H 6 (C1-3)alquilo;

R2 es carboxifenilo;

q es 1-3;

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos;

son altamente activos in vivo en la reversidén de la accibn de

los agentes bloqueadores neuromusculares.

No se busca proteccidén per se para los siguientes
derivados de 6-mercapto-ciclodextrina:
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)-B-ciclodextrina y
6-per-deoxi-6-per~(2-hidroxietiltio)-y-ciclodextrina, que
estan descritos por Ling, C. y Darcy, R. (J. Chem. Soc. Chem
Comm. 1993, (2), 203-205);
6-mono-deoxi-6-mono-(2-hidroxietiltio)-f-ciclodextrina, que
estd descrito por Fujita, K. y colaboradores (Tetr. Letters
21, 1541-1544, 1980);
6-per-deoxi-6-per-(carboximetiltio)-pf-ciclodextrina, que esté
descrito por Guillo, F. y colaboradores (Bull. Chem. Soc.
Chim. Fr. 132 (8), 857-866, 1995);
6-mono-deoxi-6-mono-(carboximetiltio)-B-ciclodextrina, que
estd descrito por Akiie, T. y colaboradores {Chem. Lett. 19954
(6), 1089-1092);
6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis[ (o-carboxifenil)tio]-B-ciclodextrina y



6A,6B-dideoxi~6A,6B-bis(carboximetiltiol)-B-ciclodextrina, gque
estdn descritos por Tubashi, I. y colaboradores (J. Am. Chem.
Soc. 108, 4514-4518, 1986; y
6-per-deoxi-6-per-(2,3-dihidroxipropiltio)-f~ciclodextrina,
que estd descrito por Baer, H. H. y Santoyo-Gonzdlez, F.
(Carb. Res. 280, 315-321, 1996).

Estos derivados de 6-mercapto-ciclodextrina del arte
previo han sido descritos en relacién con diferentes
utilidades en cada caso.

Sin embargo, los derivados de 6-mercapto-
ciclodextrina del arte previo mencionados mds arriba si
pertenecen al aspecto principal de la presente invencién, que
se refiere al uso de un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina
de acuerdo con la férmula geharal I, para la fabricacién de un
medicamento para la reversién del blogqueo neuromuscular
inducido por férmacos.

En una modalidad, la invencién Bse refiere a
derivados de 6-mercapto-ciclodextrina que tienen la formula
general I,
donde m @es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u 8;

X es COOH, OH 6 CONHCH3;

R es (Ci-g)alquileno, 6 (CH2)o-fenileno-(CH2)p-;

o, p son independientemente 0-4;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

con la exclusidén de
6-per-deoxl—6-per—(2-hidroxiet11tio)-B-ciclodextrina;
6~-mono-deoxi-6-mono-(2-hidroxietiltio)~pB-ciclodextrina;

6-per-deoxi-6-per-{2~hidroxietiltio)-y-ciclodextrina;

6-per-deoxi-6-per-(carboximetiltio)-p-ciclodextrina;
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6-mono-deoxi-6-mono-(carboximetiltio)-B-ciclodextrina;
6A,6B-didecxi-6A,6B-bis[ (o-carboxifenil)tio]-f-ciclodextrina;

) 4
6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis(carboximetiltiol)-B~ciclodextrina.

El término (Cj-g)alquileno, comoc se usa en la
definicién de la f6rmula I, significa un radical carbonado
bivalente de cadena 1lineal o ramificada que contiene 1-6
&tomos de carbono, tal como metileno, etileno (1,2-
etanodiilo), propileno (l-metil-1,2-etanodiilo), 2-metil-1,2-
etanodiilo, 2,2-dimetil-1,2-etanocdiilo, 1,3-propancdiilo, 1,4-
butanodiila, 1,5-pentanodiilo y 1,6-hexanodiilo.

El término fenileno significa una porcién bivalente
cuyas valencias 1libres pueden estar colocadas, una con
respecto a la otra, en posicién orto, meta o para.

El término (Cj-3)alquilo significa un grupo alquilo
de cadena lineal o ramificada que contiene 1-3 &atomos de.
carbono, o sea metilo, etilo, propilo e isopropilo.

El términco carboxifenilo significa un grupo fenilo
gue estd sustituido ya sea en la posicidén orto, meta o para
con un grupo carboxi. El1l grupo orto-carboxifenilo es
preferido.

Los compuestos de acuerdo con la férmula I donde n+m
es 7 son derivados de B-ciclodextrina, aquéllos donde n+m es B
son derivados de y-ciclodextrina.

Son preferidos los derivados de 6-mercapto-
clclodextrina de férmula I donde X es COOH, o Bales

farmacéuticamente aceptables de los mismos.



Mis preferidos son los derivados de s-mefcapto-y-
ciclodextrina de f6rmula I donde n es 8, R es (Ci-g)alquileno
Yy X es COOH.

Los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina
particularmente preferidos de la invencién son:
6-per-deoxi-6-per-(2-carboxietil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(3-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxl-6-per~(4~carboxifenil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(4-carboxifenilmetil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(2-carboxipropil)tio-y~ciclodextrina; y

6-per-deoxi~6-per-(2~sulfoetil)tio-y-ciclodextrina.

Los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina de férmula
I pueden prepararse haciendo reaccionar un derivado de
ciclodextrina Cé6-activado de £f6rmula II con un derivado de
alquiltiol, arilalquiltiol o ariltiol correspondiente a H-S-R-
X, donde R, X tienen los significados definidos anteriormente,

en presencia de una base inorgénica u orgénica.

CH,OH HE—Y

H OH H O H

H H

OH H OH H 4/
o Tm iy

H OH H OH

Férmula II
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donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u 8, e Y es un grupo
saliente que puede ser un haluro (Cl, Br 6 I), éster sulfiirico
© una funcién &ster sulfbnico, tal como un tosilato, un

naftalenosulfonato o un triflato.

A la Iinversa, los derivados de 6~mercapto-
ciclodextrina de férmula I también pueden prepararse haciendo
reaccionar un derivado de 6-tiol y- & PB-ciclodextrina de
féormula III con un agente algquilante, por ejemplo alquil
haluro, arilalquil haluro, alquil sulfonato, arilalquil
sulfonato, correspondiente a Y-X-R, donde Y, X, R tienen los
significados definidos anteriormente, ¢ con un reactivo que
contiene un doble enlace, por ejemplo vinil alcano, acrilato,
etc., o un epdéxido en presencia de una base inorgdnica u

orgdnica.

H OH H O H
H H
OH H H H ’J’,/”
o m o~In
H OH H OH

Férmula III

donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u B.

Las rutas de sintesis alternativas para 1la

preparacidén de los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina de la

/2
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invencién, son conocidas para un experto en el arte. La
quimica de l1la derivatizacién de las ciclodextrinas est& bien
documentada (véase, por ejemplo, "Comprehensive Supramolecular
Chemistry"”, Volimenes 1-11, Atwood J.L., Davies J.E.D.,
MacNicol D.D., Vogtle F., Eds.; Elsevier Science Ltd., Oxford,
Reino Unido, 1996).

Las Bpales "farmacéuticamento aceptables de ‘'los
derivados de 6-mercapto-ciclodextrina de férmula I, donde X
representa el grupo #&cido carboxilico COOH, el grupo écido
sulfénico SO20H, el grupo #cido fosfénico PO(OH)2 o el grupo
tetrazol-5-ilo, pueden obtenerse tratando el &cido con una
base orgénica o una base mineral, tal como hidrdéxido de sodio,
de potasio o de litio.

Los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina o 8sus
sales o solvatos farmacéuticamente aceptables para el uso en
la invencién, son administrados parenteralmente. La via de
inyeccién puede ser intravenosa, subcuténea, intradérmica,
intramuscular o intra-arterial. La via intravenosa es la
preferida. La dosis exacta que serd usada necesariamente sera
dependiente de las necesidades del sujeto individual a quien
el medicamento estd siendo administrado, el grado de actividad
muscular que debe Bser restablecida y el criterio del
anestesista/especialista en cuidado de enfermos criticos. La
aplicacién extracorporal de los quelantes quimicos de la
invencién, por ejemplo mezclando el quelante quimico con la
sangre durante la didlisis o durante la plasmaféresis, también
esta contemplada.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un kit

para proporcionar blogueo neuromuscular y su reversidén que
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comprende (a) un agente bloqueador neuromuscular, y (b) un
derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de acuerdo con la fSrmula
general I, capaz dae formar un complejo de tipo asociado
("guest")-huésped con el agente bloqueador neuromuscular. Un
kit de acuerdo con la invencién significa una formulacidén que
contiene preparaciones farmacéuticas separadas, esto es el

agente blogueador neuromuscular y un derivado de 6-mercapto-

clclodextrina de férmula I, o sea el agente de reveraién. Los

componentes de este kit de partes deben ser usados
secuencialmente, o sea el agente bloqueador neuromuscular es
administrado a un sujeto que lo necesita, lo que va seguido,
en un punto del tiempo en gue se requiere el restablecimiento
de la funcidn muscular, por la administracién del agente de
reversién, o sea un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de la
presente invencidn.

Un kit preferido de acuerdo con la invencion
contiene un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de férmula I
y un agente blogqueador neuromuscular que se selecciona del
grupo consistente en rocuronio, vecuronlio, pancuronio,
rapacuronio, mivacurio, atracurio, (cis)atracurio,
tubocurarina y suxametonio. Un kit particularmente preferido
de la invencién comprende rocuronio como el agente bloqueador
neuromuscular.

Mezclado con auxiliares farmacéuticamente adecuados
y liquidos farmacéuticamente adecuados, por ejemplo como &se
describe en la referencia estandar Gennaro y colaboradores,
Remington's Pharmaceutical Sciences, (18a Ed., Mack Publishing
Company, 1990, Parte 8: Pharmaceutical Preparations and Their

Manufacture; ver especialmente Capitulo B4 sobre

¥
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"Preparaciones parentsrales"”, pp. 1545-1569; y Capitulo 85
sobre "Mezclas intravenosas", pp. 1570-1580), los derivados de
6-mercapto-ciclodextrina pueden ser aplicados en la forma de
una solucidén, por ejemplo para el uso como una preparacién
inyectable.

Alternativamente, la compousicién farmacéutica puede
ser presentada en contenedores de dosis unitaria o multi-
dosis, por ejemplo frascos sellados y ampollas, y puede ser
almacenada en una condicién secada por congelacion
(liofilizada) requiriendo sélo la adicién del vehiculo liquido
estéril, por ejemplo aqua, antes del uso.

La invencién ademés incluye una formulacidn
farmacéutica, como se describié anteriormente, en combinacién
con un material de envase adecuado para dicha composicién,
dicho material de envase incluyendo instrucciones para el uso

de la composicién descrito anteriormente.

La invencién se ilustra en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
6-Mono-deoxi-6-mono-(4-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina sal
sbdica

CO,Na
CH,OH H,C’s@_ N
H N H 0N
H H
H H H H ””/”
0”17 (o}

A
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A un matraz de fondo redondo que contenia piridina
(120 ml), se agregd y-ciclodextrina seca (2,0 g, 1,54 mmol)
bajo nitrégeno a temperatura ambiente. Después de 1la
disolucién, se agregé 2-naftalenosulfonil cloruro (1,05 g,
4,64 mmoles) en piridina (20 ml), y la mezcla fue agitada por
24 horas, extinguida con agua (50 ml) y evaporada a sequedad
para dejar 6-mono-0-(2'-naftalenosulfonil)-y-ciclodextrina
cruda. _

Hidruro de sodio (0,38q, 15,83 nmmoles) fue
suspendido en dimetilformamida seca (20 ml). Enseguida se
agregé écido 4-mercaptobenzoico (0,7 g, 4,55 mmoles) a la
suspensién y la mezcla resultante fue agitada por 20 minutos.
Se agregd y-ciclodextrina nosilato (3,2g, 2,12 mmoles) a 1la
mezcla y la reaccién fue calentada a 100°C por 90 minutos.
Después de enfriar, se agregd acetona para precipitar un
sélido, que fue reprecipitado en agqua/acetona. Luego, esto
fue disuelto en agua (20ml), el pH fue ajustado a 7,0
anadiendo &cido clorhidrico 2N, y enseguida se sometié a
cromatografia en una columna Sephadex DEAE A-25. Las
fracciones _apropiadas fueron combinadas, dializadas y luego
precipitadas dos veces en agua/acetona, para dar 400 mg del
compuesto del titulo. 14 NMR en DMSO & 7,4 a 7,8 (ArH), 5,0 a
5,2 (8 H), 4,13 (1 H), 3,7 a 4,0 (29 H), 3,7 a 3,4 (17 H),
3,25 (1 H) ppm. 13Cc NMR en DMSO § 129,9 y 127,5 (ArC), 103,3
y 102,9 (€1 y ¢1'), 85,0 (C 4'), B1,6 (C 4), 73,8 (C 3), 73,5
(c 2y, 72,2 {¢c 5), 70,8(C 5'), 60,6 (C 6), 34,3 (C 6') ppm.

Electrorrocio MS [M+H]Y = 1.455,7 y [M+Na]t = 1.477,7.

4
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Eiamplo 2

6-Mono-deoxi-6-mono-(2-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

sbdica

Hidruro de sodio (al 60% disperso en aceite, 0,18 g,
4,5 mmoles) fue agregado a &cido tilosalicilico (0,34 g, 2,2
mmoles) en DMF (25 ml) en una porcidén, y se agitd a
temperatura ambiente por 30 minutos. Enseguida, a esto se
agregé la solucién cruda de 6-mono-O-(2'-naftalenosulfonil)-y-
ciclodextrina (2,5 g, 1,45 mmol) en DMF (15 ml) y se calentd a
70°C durante 24 horas. La mezcla fue enfriada y extinguida con
agua (20 ml) antes de evaponrar a sequedad. Luego se agregd
agua al residuo, y la solucidon resultante fue vertida en
acetona (250 ml) para efectuar la precipitacién. El1l sdlido
resultante fue recolectado por filtracidn y disuelto en agua
(10 ml) antes de pasarlo a través de una columna Sephadex
DEAE A-25, eluyendo con agua y luego con NaOH 0,2 N. Las
fracciones que contenian el producto fueron combinadas vy
evaporadas hasta un pequeifio volumen y dlalizadas (MWCO 1000),
cambiando el agua externa cuatro veces. La solucidn interna

fue evaporada hasta un pequeiio volumen y vertida en acetona
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(100 ml). El sélido fue recolectado por filtracién y secado al
vacio a 70°C, para dejar el compuesto del titule (235 mg) como
un sélido blanco. lH NMR (Dz0) 8 7,50-7,10 (4 H, m, Ar-H),
5,14 (8 H, m, CyD 1-H), 4,16 (1 H, m, CyD 5-H), 3,98-3,85 (26
H, m, CyD 3,5,2,4-H), 3,70-3,61 (20 H, m, CyD 2,3,4,6-H), 3,15
(1 H, m, CyD 6-H) ppm; Electrorrocio MS m/z 1.477,6 para

[M+Na]+, calculado para Cs55Hg3Na0O41S M 1.455,304.

Ejemplo 3

6-Per-deoxi—-6—-per—-{3-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

sédica

CO,Na
s

Fd
H,C
H OH

H

H H

o~ |8
H OH

Trifenilfosfina (30,1 g, 15 eq) fue disuelta con
agitacidén en DMF seca (160.m1). A esto se agregd yodo (30,5 g,
15,6 eq) en 10 minutos, con desprendimiento de calor.
Enseguida se agregd y-ciclodextrina seca (10 g, 7,7 mmoles) y
la mezcla se calenté a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejé
enfriar, se le agregd metdéxido de sodio (3,1 g de sodio en 50
ml de metanol) y la mezcla fue agitada por 30 minutos, antes

de verterli en metanol (800 ml) y evaporar a sequedad. Al

/7
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residuo se agregd agua (500 ml) y el sélido fue recolectado
por filtracidén y lavado con agqua {3x100 ml) y luego acetona
(3x100 ml) y secado al vacfio a 70°C, para dar 6-per-deoxi-6-
per-yodo-y-ciclodextrina como un s6lido de color amarillo
(16,2 g), que fue usado sin mayor purificacién.

A una solucién de &cido 3-mercaptobenzoico (1,0 g,
10 eg) en DMF (30 ml), se agregé hidruro de sodio al 60%
disperso en aceite (476 mg, 22 eq) en porciones durante 30
minutos. La mezcla fue enfriada y se le agregd 6-per-deoxi-6-
pexr-yodo-y-ciclodextrina (1,4 g) en DMF (30 ml). Luego, la
mezcla fue agitada a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejd
eniriar hasta temperatura ambiente y fue extinguida con la
adicién de agua (20 ml), antes de evaporar hasta un pequerio
volumen. La solucién fue vertida en acetona (500 ml) y el
precipitado fue recolectado por filtracidén, disuelto en agua
(20 ml) y dializado (MWCO 1000), cambiando el agua externa
cuatro veces. La solucién interna fue evaporada hasta un
pequefio volumen y vertida en acetona (250 ml). El precipitado

s6lido fue recolectado por filtracifén y secado al vacio a 70°C

para dar el compuesto del titulo (1,45 g) como un sdlido-

blanco: IH NMR (D20) &6 7,77 (8 H, br s, Ar-H), 7,55 (8 H, 4, J
= 6,0 Hz, Ar-H), 7,71 (16 H, m, Ar-H), 5,16 (8 H, s, CyD 1-H),
4,00-3,94 (16 H, m, CyD 3,5-H), 3,58-3,53 (16 H, m, CyD 4,2-
H), 3,43-3,40 (8 H, m, CyD 6-H), 3,24-3,20 (8 H, m, CyD 6-H);
Electrorrocio m/z 1.190,6 para [H-BN&+5H]2", calculado para

C104H104NagO4gSg M 2.562,39.

4
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Ejemplo 4

6-Per-deoxi-6-per-(2-carboxietil)tio-y-ciclodextrina, sal

s6dica

CO,N

Acido 3-mercaptopropidénico (1,22 ml, 14,0 mmoles)
fue disuelto en DMF seca (45 ml) bajo Nz a temperatura
ambiente. A esta solucién se agregd, en tres porciones,.
hidruro de sodio (1,23 g, 30,8 mmoles, al 60%) y la mezcla fue
agitada por 30 minutos mids. A esta mezcla se agregd enseguida
gota a gota una s8solucién de 6-per-deoxi-6-per-yodo-y-
ciclodextrina (3,12 g, 1,40 mmol) en 45 ml de DMF seca.
Después de la adicidén, la mezcla de reaccién fue calentada a
70°C por 12 horas. Después de enfriar, se agregd agua (10 ml)
a la mezcla, y el volumen fue reducido a 40 ml al vacio, a lo
cual se agregd etanol (250 ml), causando la precipitacidén. El
precipitado sb6lido fue recolectado por filtracidén y dializado
por 36 horas. Luego, el volumen fue reducido a 20 ml al
vacio. A esto se agregé etanol, y el precipitado fue
recolectado por filtracién y secado para dar el compuesto del
titulo como un sélido blanco (1,3 g, 43%). lH-NMR D20 § 2,47-
2,51 (m, 16H); 2,84-2,88 (m, 16H); 3,00-3,02 (t, BH); 3,11-
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3,14 (t, 8H); 3,62-3,68 (m, 164); 3,92-3,97 (m, BH); 4,04-4,06
(m, 8H); 5,19 (m, 8H) ppm. MS FIA +ion a 2.024,9 m/z.

Ejemplo 5

6-Per-deoxi-6-per-{5~carboxipentil)tio-y-ciclodextrina, sal

gddica

MYVl

El compuesto del titulo se prepard de manera similar
a la descrita en el Ejemplo 4, haclendo reaccionar acido 6-
mercaptohexanoico (1,34 g, 0,90 mmol) con &-per-deoxi-6-per-
yodo-y-ciclodextrina. lH-NMR D20 & 1,40 (s, 16H); 1,57-1,64
(m, 32H); 2,17-2,21 (m, 1l6H); 2,67-3,00 (m, 16H); 2,85-2,90
(m, 8H); 3,15-3,20 (m, 8H); 3,52-3,59 (m, 8H); 3,60-3,63 (m,
8H); 3,87-3,93 (m, 1l6H); 5,16 (s, B8H) ppm. MS FIA +iones a
2.362,2, 2.213, 2.065 y 1.919 m/=z.

Ejemplo 6

6-Per-deoxi-6-per-{3-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina, sal

s0dica



El compuesto del titulo se preparé de manera similar a la
descrita en el Ejemplo 4, haciendo reaccionar &cido 4-
mercaptobutirico (1,10 g, 0,009 mol) con 6-per-deoxi-6-per-
yodo-y-ciclodextrina. lH-FMR D20 § 1,87-1,88 (m, 16H); 2,27-
2,30 (m, 16H); 2,67-2,71 (m, 1l6H); 2,98-3,00 (m, BH); 3,13-
3,16 (m, 8H); 3,61-3,63 (m, 16H); 3,94-4,03 {m, 16H); 5,21 (s,
8H) ppm. MS FIA +jion a 2.138,8 m/z.

Ejemplo 7
6-Per-deoxi-6-per-carboximetiltio-y-ciclodextrina, sal sdédica

Hidruro de sodio (disperaiéx-l al 60%, 0,349, 8,60
mmoles) fue agregado a una solucién agitada de 2-mercapto-
acetato de etilo (0,92ml, 68,40 mmoles) en DMF (20 ml), bajo
nitrogeno a temperatura ambiente. Una vez que cesd0 la

efervescencia (15 minutos), se agregd al sistema per-6-deoxi-

22
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per-6-yodo-y-ciclodextrina (2,17g, 1,00 mmol). Después de 5
minutos més, la temperatura fue elevada a 70°C y la reaccién
se dejé con agitacién por 17 horas. Después de enfriar, la
DMF fue removida al vacio. Se agregé metanol (50 ml) y un
86lido blanco cremoso cristalizé lentamente de la solucién.
Este fue filtrado bajo succién, lavado con metancl y secado,
para dar 6-per-deoxi-6-per-carbetoximetiltio-y-ciclodextrina
como un sélido (1,74 g, 82%). Sy(d6-DMSO) 4,95-4,85 (8H, m, 8
x CH anomérico), 4,05 (16H, q, 8 x CHaCH3), 3,85-3,75 (8H, m),
3,60-3,50 (8H, m), 3,40-3,20 (32H, bs, 8 x CH28CH3), 3,20-3,10
(8H, m), 2,95-2,85 (8BH, m), 1,20 (24H, t, 8 x CH2CH3).

A una solucién 1M de hidréxido de sodio (7 ml), se
agregb 6-per-deoxi-6-per-carbetoximetiltio-y-ciclodextrina
(1,00 g, 0,47 mmol), y la reaccién se dejé agitando a
temperatura ambiente. Después de 18 horas, la solucidén clara
fue dializada por 8 horas, reemplazdndose el agua (2 L) cada 2
horas. Después de este tiempo, el contenido de la tuberia de
didlisis fue vaciado en un matraz, y el agqua fue evaporada al
vacio dando el compuesto del titulo como un sélido blanco
(0,62 g, 64%). Oy(D20) 5,21 (BH, d, B x CH anomérico), 4,18B-
4,05 (8H, m), 4,00 (8H, dd), 3,78 (8H, dd), 3,70 (BH, dd),
3,40 (16H, dd), 3,20 (8H, d), 3,02 (8H, dd). B8¢(D20) 178,1,
101,6, 82,8, 73,0, 72,7, 71,8, 39,0, 34,1 LC/MS TOF 1.889 m/z.
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Ejemplo B

6-Per-deoxi-6-per-(4-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal
gédica

A una solucidén de Acido 4-mercaptobenzoico (856 mg)
en DMF (30 ml), se agregd hidruro de sodio al 60% disperso en
aceite (372 mg), en porciones durante 30 minutos. La mezcla
fue enfriada y se le agregé per-6-deoxi-per-6-bromo-y-
ciclodextrina (1,0 g) en una porcién, y la mezcla fue agitada
a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejdo enfriar hasta
temperatura ambiente y fue extinguida con la adicidén de agua
(20 ml), antes de evaporar hasta un pequefic volumen. La
solucidén fue vertida en etanol (250 ml) y el precipitado fue
recolectado por filtracidon, disuelto en agua (20 ml) Yy
dializado (MWCO 1000), cambiando el agua externa cuatro veces.
La solucidén interna fue evaporada hasta un pequeiio volumen y
vertida en acetona (250 ml). El precipitado sélido fue
recolectado por filtracién y secado al vacio a 70°C, para dar
el compuesto del titulo (1,2 g) como un sélido blanco. 14 NMR
(D20, 343K) § 7,70 (16 H, d, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,23 (16 H, d,
J=17,3 Hz, Ar-H), 5,15 (8 H, s, CyD 1-H), 4,00-3,96 (16 H, m,
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CYD 3'5-H)' 3,55"3'53 (24 H, m' CYD 6""2-!{), 3'15 (8 H' m'
CyD 6-H); MALDI-TOF m/z 2.383,7 para [M-Nag+Hg], calculado
para Cjp4H104NagO4gSg M 2.562,39.

Ejemplo 9

6-Per-deoxi-6-per—-(4-carboximetilfenil)tio-y-ciclodextrina

sal sédica

A una soluciédn de &cido 4-mercaptofenllacético (10
eq) en DMF (50 ml), se agregdé hidruro de sodio al 60% en
aceite (22 eq), en porciones durante 30 minutos. La mezcla fue
enfriada Y se le agrego per-6-deoxi-per-6-bromo-y-
ciclodextrina (1,0 g) en una porcidén, y la mezcla fue agitada
a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejé enfriar hasta
temperatura ambiente y fue extinguida con la adicién de agua
(20 ml), antes de evaporar hasta un pequeiio volumen. Luego, la
solucién fue vertida en acetona (250 ml) y el precipitado fue
recolectado por filtracidn, suspendido- en agua (20 ml) vy
dializado (MWCO 1000), cambiando el agua externa cuatro veces.
La solucidén interna fue evaporada hasta un pequefio volumen y
vertida en acetona (250 ml). El precipitado sélido fue

recolectado por filtracidén y secado al vacio a 70°C, para dar
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el compuesto del titulo (1,44 g) como un sélido blanco. 1H NMR
(D20, 343K) & 7,15 (16 H, d, J = 8,0 Hz, Ax-H), 6,99 (16 H, d,
J = 8,0 Hz, Ar-H), 4,98 (8 H, s, CyD 1-H), 3,90-3,72 (16 H, m,
¢yD 3,5-H), 3,51-3,43 (16 H, m, CyD 4,2-H), 3,28 (24 H, m,
CH2-Ar, CyD 6'-H), 3,15-3,10 (1 H, m, CyD 6-H); MALDI-TOF m/z
2.495,8 para ([M-Nag+tHg], calculado para Cj;32H120NagO4gSg M
2.674,6.

Ejemplo 10
6-Per-deoxi-6-per(3-amidopropil)tio-y-ciclodextrina

s/\/\cowm2

A una mezcla de 6-per-deoxi-6-per-tio-y-
ciclodextrina (500 mg; preparada como se describe en el
Ejemplo 17) y yoduro de potasio (5 mg) en DMF (10 ml), se
agregd 4-clorobutamida (673 mg; Fries y colaboradores,
Biochemistry 1975, 14, 5233). Se agregd carbonato de cesio
(1,8 g) v la mezcla de reaccién fue calentada a 60°C durante
la noche. La mezcla resultante fue vertida en acetona,
filtrada, lavada con etanol y agua y luego secada al vacio
(118 mg; 16,2%). lH NMR (DMSO/D20) & 4,9 (1H, s), 3,8 (1H, m),
3,6 (1H, m) 3,4 (2H, m), 3,05 (1H, m), 2,85 (1H, m), 2,2 (2H,
m), 1,75 (2H, m). Espectro de masa por electrorrocioc M-H (m/z)

2.105.
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Efemplo 11
G-Per-deoxi-ﬁ-ger(5-hidrox1-3-oxa-gentil]tio-x-ciclodaxtrina

ér-\ofnwbH

2-(i-uercaptoetox:l)etanol (1,4 g, 11,6 mmoles) fue
disuelto en DMF (20 ml) y se comenzé la agitacién a
temperatura ambiente bajo una aimdésfera de nitrégeno.
Enseguida se agregdé per-6-bromo-y-ciclodextrina (2 g, 1,12
mmol) y carbonato de cesio (3,2 g, 9,86 mmoles), Yy la
suspensidén resultante fue agitada a 60°C durante la noche bajo
una atmdésfera de nitrégeno. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, la suspensidén fue vertida en acetona
(200 ml) y el material insoluble fue aislado por filtraciodn,
lavado con acetona (x3) y secado al vacio. El producto crudo
fue disuelto en agqua desionizada (20 ml) y dializado (10
horas). Ensegquida, los contenidos de la membrana de didlisis
fueron concentrados al vacio para dar 1 g del producto deseado
como un sélido en crema.
ly NMR (D20, 400MHz): § 2,81-3,00 (m, 24H), 3,21-3,31 (d, BH),
3,49 (t, BH), 3,55-3,75 (m, 56H), 3,82 (t, 8H), 3,89 (t, BH),
5,11 (d, BH). ESI-MS: 2.175 (M-H) .



Ejemplo 12

6-Per-deoxi-6-per[(2(2-carboxibenzoil)amino)etil]tio-y-

ciclodextrina, sal sédica

Per-6-mercapto-y-ciclodextrina (1 g, 0,7 mmol; véase
Ejemplo 17) fue disuelto en DMF (10 ml) y se comenzd la
agltacién a temperatura ambiente bajo una atmbésfera de
nitrégeno. Se agregd N-(z;bromoetiljftalimida (1,57 g, 6,17
mmoles) y carbonato de cesio (2 g, 6,17 mmoles), y la
suspensién resultante fue agitada a 60°C durante la noche bajo
una atmoésfera de nitrdgeno. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, la DMF fue removida al vacio y se agregd
agua (100 ml) con agitacidén vigorosa. El precipitado fue
aislado por filtracién, lavado con aqua (x3) y secado al vacio
para dar 1,67 g de un sélido en crema. Ensequida se agregd
hidréxido de sodio acuoso (1M, 20 ml) al producto crudo (600
mg), Yy la solucion resultante fue agitada a temperatura
" ambiente durante la noche bajo una atmésfera de nitrégeno.
Luego, la solucion fue dializada con agua desionizada hasta pH
constante, y los contenidos de la membrana de didlisis fueron
secados al vacio para dar 500 mg del producto deseado como un

s6lido vidrioso.
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4 mr (Dz0, 400MHz): § 2,76-2,96 (m, 24H), 3,10-3,30 (m, BH),
3,35-3,62 (m, 32H), 3,78-3,95 (m, 16H), 5,02 (d, 8H), 7,30-
7,62 (m, 32H); ESI-MS: 1.477 (M-2H)2",

Ejemplo 13

6-per-deoxi-6-per(2-hidroxietil)tio-y-ciclodextrina

I—0
&

A una solucién agitada de 2-mercaptoetanol (10,85 g,
10 eq) en DMF (500 ml) bajo nitrdgeno, se agregé hidruroc de
sodio al 60% disperso en aceite (11,7 g, 21 eq), en porciones
durante 30 minutos. La mezcla fue agitada a temperatura
ambiente por 90 minutos. Se agregé per-6-deoxi-6-per-bromo-y-
ciclodextrina (25,0 g) y la mezcla se calenté a 70°C por 24
horas. La mezcla se dejé enfriar hasta temperatura ambiente y
fue extinguida mediante adicién de agua (50 ml), antes de
evaporar hasta un pequefio volumen. El residuo fue recogido en
agua (100 ml) y vertido sobre metanol/acetona 1:1 (500 ml}. El
s6lido formado fue recolectado por filtracidén, disuelto en
agua (500 ml) y dializado (MWCO 1000), cambiando el agua
externa cuatro veces. La solucidén interna fue.evaporada hasta
un pequeiic volumen y después recristalizada en agua caliente
para dar el compuesto del titulo (8,5 g) como cristales

blancos en forma de cruz.



1H NMR (400MHz; DMSO) & 5,91 (16 H, br s, 2,3-OH), 4,92 (8 H,
s, 1-H), 4,71 (8H, t, J 4,4 Hz, SCH2CH20H), 3,75 [8H, t, J 8,C
Hz, 3-H (6 5-H)}, 3,60-3,50 [24H, m, 5-H (6 3-H), SCH2CH20H] ;
3,40-3,30 (16H, m, 4-H, 2-H), 3,08 (8H, d, J 13,6 Hz, 6-H),
2,82 (BH, dd, J 13,6, 6,8 Hz, 6-H), 2,66 (16H, t, J 6,8 Hz,
SCH2CH20H); m/z (electrorrocfio) 1.775,4 para [M-H] , calculado
para CgqH11258040 M 1.776,45.

La preparacién de este compuesto por un método
similar ha sido publicada anteriormente: J. Chem. Soc., Chem.

Commun., 203 (1993).

Ejemplo 14

6-Per-deoxli-6-per(N—-metilamidometil)tio-y-ciclodextrina

A una solucién agitada de N-metilmercaptoacetamida
(0,58 g, 10 eq) en DMF (30 ml) bajo nitrogeno, se agregd
hidruro de sodio al 60% disperso en aceite (0,22 g, 10 eq), en
porciones durante 30 minutos. La mezcla fue agitada a
temperatura ambiente por 30 minutos. Se agregd per-6-deoxi-6-
per-bromo-y-ciclodextrina (1,0 g) y la mezcla se calentd a 60-
70°C por 48  horas. La mezcla se dejé enfriar hasta
temperatura ambiente y fue extinguida con la adicién de agua
(20 ml), antes de evaporar hasta un pequefio volumen. La

solucidon residual fue vertida en etanol (100 ml). El sdlido
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formado fue recolectado por filtracién, disuelto en agua (200
ml) y dializado (MWCO 1000), cambiando el agua externa cuatro
veces. La solucién interna fue evaporada hasta un pequeiio
volumen y vertida en etanol (100 ml). El precipitado fue
recolectado por filtracién y secado al vacio para dar el
compuesto del titulo (0,55 g) como un sdlido blanco.

1y NMR (400MHz; D20) & 5,29 (8H, d, J 4,0 Hz, 1-H), 4,10 (8H,
br t, J 9,6 Hz, 5-H), 4,05 (8H, t, J 9,8 Hz, 3-H), 3,83 (8H,
dd, J 10,0, 3,6 Hz, 2-H), 3,74 (8H, t, J 9,2 Hz, 4-H), 3,58-
3,49 [16H, sistema AB, SCH2C(O)NHCH3], 3,36 (8H, br d, J 12,8
Hz, 6-H), 3,07 (PH, dd, J 14,0, 8,4 Hz, 6-H), 2,94 (24H, s,
SCH2C(O)NHCH3); m/z (electrorrocio) 1.991,7 para [M-H] ,

calculado para C72H120NgSg040 M 1.992,54.

Ejemplo 15

6-Per-deoxi-6-per(2-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina, sal

sodica

shh/J‘*“th
o

-

H O_J:_

Hidruro de sodio (al 60% en aceite) (0,44 g) fue
agregado a 3-mercapto-2-metilpropionato de metilo (1,474 g; J.
Med. Chem., 1994, 1159) en dimetilformamida (25 ml). Después
de 30 minutos, se agrego per-6-deoxi-per-6-bromo-y-

ciclodextrina (2,25 g), disuelta en dimetilformamida (25 ml).

4
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Se agregdé un cristal de yoduro de sodio y la mezcla se caienté
a 75°C durante la noche. El solvente fue destilado y el
residuo fue cristalizado en metanol para dar el metil é&ster
(1,3 g). Espectro de masa (M-H) 2.224; i MR (dmso Dg): &
1,41 (d, 24H), 2,68 (m, 16H), 2,80 (m, 16H), 3,00 (m, BH),
3,61 (3, 24H), 3,79 (m, BH), 4,95 (s, BH).

Enseguida, este producto fue agitado durante la
noche con solucidén de hidréxido de sodio (M, 13 ml). La mezcla
resultante fue tiltrada,_ dializada hasta la neutralidad, y
evaporada a sequedad para dar el compuesto del titulo (1,13
g). Espectro de masa (M-H) 2.112; 1y aMR (D20): & 1,15 (d,
24H), 2,5 (m, 8H), 2,65 (m, BH), 2,8-3,1 (m, 24H), 3,65 {(m,
16H), 4,0 (m, 16H), 5,2 (s, BH).

Ejemplo 16

G-Per-deoxi-s—per(3—carboxiprogil)tio-ﬁ-ciclodextrina, sal

sbdica

Per-6-deoxi-per-6-bromo-f-ciclodextrina (2,25 g), 4-
mercaptobutirato de metilo (1,7 g; Tetrahedron 1998, 2652),
carbonato de cesio (4,24 g) y dimetilformamida (25 ml), fueron
agitados y calentados juntos por tres dias. La mezcla fue

enfriada, vertida en agua y filtrada. El sélido fue lavado con

52
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metanol y secado (2,1 g). Esto fue agitado durante la noche
con solucién de hidréxido de sodio (M, 21 ml) y filtrado, y el
filtrado fue dializado hasta 1la neutralidad. Esto fue
evaporado a sequedad, dando el compuesto del titulo (1,7 g).
Espectro de masa (M-H) 1.848,8. 'H NMR (D20): § 1,75 (m, 16H),
2,15 (m, 16H), 2,6 (m, 16H), 2,85 (m, 8H), 3,05 (m, BH), 3,55
(m, 16H) 3,87 (m, 16H), 5,07 (s, BH)

Eiemplo 17

6-Per-deoxi-6-pexr(2-sulfoetil)tio—y-ciclodextrina, sal sédica

g\ 0N

A: Per-6-deoxi-per-6-tio-y-ciclodextrina

Per-6-deoxi-per-6-bromo-y-ciclodextrina (20 g).
tiourea (13,5 g) y dimetilformamida (100 ml) fueron calentados
juntos por tres dias a 65°C, y ensequida se agreqdé etanolamina
(20 ml) y el calentamiento se continué durante dos horas. La
mezcla fue enfriada y diluida con agua helada, y el producto
fue separado por centrifugacidn. El s6lido fue lavado dos
veces con agua y secado al vacio a 65°C, dando el tiol (7,34
g). Espectro de masa (M-H) 1.424. 1H NMR (DMSO dg): & 2,82
(m, 8H), 3,20 (d, BH), 3,35 (m, 1SH), 6,65 (t, BH), 7,75 (t,
8H), 5,0 (s, BH).

23
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El per-tiol obtenido més arriba (1 g), sal sédica
del &Acido 2-bromoetano sulfénico (1,42 g), carbonato de cesio
(2,2 g) y dimetilformamida (10 ml), fueron agitados vy
calentados durante la noche a 64°C. La mayor parte del
solvente fue evaporado al vacio y el residuo fue disuelto en
agua. Se agregd soluciédn de bicarbonato de sodio (al 5% p/p, 5
ml) y la solucién fue dializada tres veces con agua. Esta
solucidn fue evaporada a sequedad y el residuo fue disuelto en
solucién de bicarbonato de sodio (10 ml), dializado vy
evaporado como anteriormente. Este proceso fue repetido, el
s6lido resultante fue disuelto en un pequefio volumen de agua y
el producto fue precipitado con metancl. Esto fue disuelto en
agua y evaporado a sequedad, dando el compuesto del titulo
(1,18 g).
1y MR (D20): & 3,9 (m, 24H), 3,2 (m, 24H), 3,55-3,65 (m,
i6H), 3,9 (m, BH), 4,05 {(m, BH), 5,15 (s, BH)

Ejemplo 18

6-Per-deoxi-6-per(2,2-di(hidroximetil)-3-hidroxipropil)tio-y-

ciclodextrina
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Per-G-deoxi-per-s-tfo-y-ciclodextrina (300 mg;
Ejemplo 17), 3-bromo-2,2-dihidroximetilpropanocl (670 mg),
carbonato de cesio (550 mg) y dimetilformamida (10 ml), fueron
calentados y agitados durante 35 dias a 65°C, hasta que el
analisis por LCMS mostr6 la conversién en el producto
requerido. La mezcla fue evaporada a sequedad, disuelta en
agua, dializada contra agua, evaporada hasta un pequeilo
volumen y precipitada con acetona. El secado al vacfo dio el
compuesto del titulo (550 mg). Espectro de masa FIA (M-H)
2.369. 1l MMRr (D20): & 2,84 (m, 16H), 3,15 (m, BH), 3,24 (m,
BH), 3,69 (s, 64H), 3,85-4,19 (m, 16H), 5,25 (s, BH).

Ejemplo 19
6-Per-deoxi-6-per(3-(tetrazol-5-il)propil)tio—y-ciclodextrina

sal sbdica

s/\/Y}lji’P .
H” o_)a_

Per-5-deoxi—per-6-£io-y-ciclodextrina (1 g), 4-
bromobutironitrilo (1 g), carbonato de cesio (1 g) Y
dimetilformamida (10 ml), fueron agitados Jjuntos a 60°C
durante el fin de semana. La mezcla fue enfriada, se le agregd
agua y el precipitado fue separado por centrifugaciodn.
Después de lavar y secar, se obtuvo el per-butironitrilo (1,4

g). Este producto (1 g), azida de sodio (1,3 g), trietilamina
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clorhidrato (2,8 g) y dimetilformamida (13 ml), fueron
agitados y calentados juntos por 7 dias a 100°C. La mezcla fue
enfriada, diluida con aqgua y acidificada, y el precipitado fue
filtrado. Esate fue lavado con agua, sonicado con metan 1,
éeparado por centrifugacién, secado y disuelto en solucién de
hidréxido de sodio (M, 10 ml), filtrado y dializado hasta la
neutralidad. Esta solucibén fue evaporada a sequedad para dar
el compuesto del titulo (600 mg). Espectro de masa (M-2H)
1.152,8. ln MR (D20); & 1,95 (m, 16H), 2,55 (m, 16H), 2,85
(m, 24H), 3,05 (d, 8H), 3,5 (m, 8H), 3,6 (m, 8BH), 3,9 (m,
16H), 5,06 (s, 8H).

Ejemplo 20

Reversidén del bloqueo neuromuscular en cobayos anestesiados in
vivo.

Cobayos Dunkin-Hartley machos (peso corporal: 600-
$00 g) fueron anestesiados por administracién i.p. de 10 mg/kg
de pentobarbitona y 1.000 mg/kqg de uretano. Después de la
tragqueotomia, los animales fueron ventilados artificialmente
usando un ventilador para animales pequeiios Harvard. Se coloéé
un catéter en la arteria carfétida para el monitoreo continuo
de la presidn sanguinea arterial y la toma de muestras de
sangre para el andlisis de los gases sanguineos. El pulso del
corazén fue derivado de la sefial de presion sanguinea. El
nervio cildtico fue estimulado (pulsaciones rectangulares de
0,5 ms de duracidén a intervalos de 10 s (0,1 Hz) a un voltaje
supramidximo, usando un Estimulador Grass S8&8), y la fuerza de
las contracciones de M. gastrocnemius se midié wusando un

transductor de fuerza-desplazamiento Grass FTO03. Se

~*s¢
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registraron las contracciones, presién sanguinea y pulso en
una grabadora multicanales Grass 7D. Se colocaron catéterea
en ambas Yenas yugulares. Un catéter fue usado para la
infusién continua de un agente bloqueador neuromuscular. La
velocidad de infusién del agente blogueador neuromuscular fue
-aumentada hasta que se obtuvo un blogqueo de estado estable de
85-90%. El otro catéter fue usado para la administracién de
dosis crecientes del agente de reversion. Durante la infusidn
continua del agente bloqueador neuromuscular, se administraron
dosis 1inicas de concentracién creciente del agente de
reversion. Al final del experimento, la fuerza medida de las
contracciones musculares fue graficada contra la concentracién
del agente de reversidén, y usando técnicas de anidlisis de
regresion, se calculé la concentracién para 50% de reversién.
Los resultados de la reversién del Dbloqueo
neuromuscular inducido por el relajante muscular bromuro de
rocuronio (Roc), por los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina
de los Ejemplos 1-19, se presentan en la Tabla I. Para
comparacion, se incluyen también las actividades de reversién

de los compuestos padres, P-ciclodextrina y y-ciclodextrina.

SH-
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TABLA I

Dosis (EDs, pmolkg') que produce el 50% de reversion del bloqueo
neuromuscular de estado estable en cobayos anestesiados, y concentracién a la
reversion maxima.

Compuesto EDs % de reversién

umol.kg™ méx a conc.
(umol.kg")

y-ciclodextrina (y-CD ) 4 104 (47)

B-ciclodextrina (B-CD) 20 93 (113)

6-mono-deoxi-8-mono-(4-carboxifeniljtio-y- 0,64 102 (8.0)

ciclodextrina, sal sédica (Ejemplo 1)

6-mono-deoxi-8-mono-(2-carboxifeniftio-y- 1,30 83 (11)

ciclodextrina (Ejemplo 2)

6-per-deoxi-8-per-(3-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina 0,28 102 (1,28)

(Ejempio 3)

8-per-deaxi-6-per-(2-carboxletiftio-y-ciclodextrina, sal 0,09 87 (0,53)

sbdica (Ejlemplo 4)

8-per-deuxi-8-per-(5-carboxipentiltio-y-ciclodextrina, 0,74 78 2,5)

sal sédica (Ejempio 5)

6-per-deoxi-8-per-(3-carboxipropli)tio-y-ciclodextrina, 0,09 108 (0,48)

sal sddica (Ejemplo 8)

B-per-deoxi-8-per-carboximetiltio-y-ciclodextrina, sal 0,21 88 (1,82)

sédica (Ejemplo 7) :

B8-per-deoxi-8-per-(4-carboxifenifitio-y-ciclodextrina, 0,10 85 (0,48)

sal sddica (Ejemplo 8)

6-per-deoxi-6-per-(4-carboxifeniimetil)tio-y- 0,13 100 {(0,50)

ciclodextrina, sal sédica (Ejemplo 8)

6-per-deoxi-6-per-(3-amidopropiltio-y-ciciodextrina 0,57 94 (33)

(Elempio 10)

6-per-deoxi-8-per-(5-hidraxi-3-oxa-pentiftio-y- 0,47 92 (2,1)

ciclodexirina (Ejemplo 11)

6-per-deoxi-8-per-[(2(2-carboxibenzoil)amino)etilJtio- 0,085 95 (0.48)

y-ticlodextrina, sal sddica (Ejemplo 12)

6-per-deoxi-6-per- (2-hidroxigilf)tio-y-ciclodextrina 0,20 88 (2,0)

(Ejemplo 13)
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Compuasto EDs

pmol.kg™* méx a conc.

(umol.kg™)

6-per-deox-6-per-(N-metilamidometif)tio-y- 154 102(7.9)
ciclodextrina (Ejempio 14)
6-per-deoxi-8-per-(2-carboxiproplijtio-y-cictodextrina, 0,10 103 (0.48)
sal sddica. (Ejemplo 15)
6-per-decxi-6-per-(3-carboxipropiltio-p-ciclodextrina, 0.5 100 (3.2)
sal sédica (Ejempio 16)
6-per-deoxi-6-per-(2-sulfoetitio-y-ciciodextsina, sal 0,055 108 (1,1}
sbdica (Ejamplo 17) '
6-per-deoxi-6-per-(2,2-di(hidroximetil)-3-hidroxi- 2.9 63 (4.9
propiijtio-y-ciclodextrina (Ejempio 18)
6-per-deoxi-6-per-(3-(tetrazol-5-i) propifitio-y- 0.22 109 (1,2)

ciclodextrina, sal sédica (Ejemplo 18)
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina

CARACTERIZADO porgque tiene la f6rmula general I:

CH20H
H H CHz—5—-R-X
0 OH H
H OH
m H OH n
Férmula I

donde m es 0-7, nes 1-8, m+tn =7 u 8;

R es (Ci-g)alquileno, opcionalmente sustituido con 1-3 grupos
OH, 6 (CH2)o-fenileno-(CH2)p-;

0, p son independientemente 0-4;

X es COOH, CONHR], NHCORz, SO20H, PO(OH)2, O(CH2-CH2-0)q-H,
OH, o tetrazol-5-ilo;

R; es H & (c1_3)alquilo;0rcj'

Rz es carboxifenilo;

g es 1-3;

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo;

con la.exclusidén de
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)-f-ciclodextrina;
6-mono-deoxi-6-mono-(2-hidroxietiltio)~f-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)-y-ciclodextrina;

' 6-per-deoxi-6-per-{carboximetiltio)-B-ciclodextrina;

6-mono-deoxi-6-mono-(carboximetiltio)-B-ciclodextrina;
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GA,GB-didaoxi-SA,GB-bis[(o—carboxifenil)tio]-B-ciclodsxtrlna;
6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis(carboximetiltiol)-B-ciclodextrina

Y
6-per-deoxi-6-per-(2,3-dihidroxipropiltio)-pf-ciclodextrina.

2, El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque R, m, n
son como se definid en la reivindicacién 1, y X es COOH &

S020H; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque m es 0;
n e 8; R es (Ci-g)alquileno 6 (CHz)o-fenileno-(CHz)p-; o, p
son independientemente 0-4; y X es COOH 6 SO20H; © una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
CARACTERIZADO porque se selecclona entre:
6-per-deoxi-6-per-(2-carboxietil)tio-y-ciclodextrina;
6-per—-deoxi-6~per-(3-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(4-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(4-carboxifenilmetil}tio-y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(2-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina; y
6-per-deoxi-6-per-{2-sulfoetil)tio-y-ciclodextrina;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

/4



5. Un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con la f6rmula general I de la reivindicacién 1,

CARACTERIZADO porque se usa en terapia.

6. El wuso de un derivado de 6-mercapto-
ciclodextrina de acuerdo con la férmula general I de la
reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque sirve para preparar un

medicamento para la regversién del blogqueo neuromuscular
inducido por férmacos¥%¢;

7. Un kit para proporcionar bloqueo neuromuscular
Yy su reversién, CARACTERIZADO porque comprende {a) un agente
bloqueador neuromuscular, y (b) un derivado de 6&6-mercapto-
ciclodextrina de acuerdo con la fo6rmula general I dg la

reivindicacion 1.

8. El1 kit de acuerdo con la reivindicacién 6,
CARACTERIZADO porque el agente bloqueador neuromuscular se
selecciona del grupo consistente en rocuronio, vecuronio,
pancuronio, rapacuronio, mivacurio, (cis)atracurio,

tubocurarina y suxametonio.

9. El kit de acuerdo con 1la reivindicacidén 7,
CARACTERIZADO porque el agente blogueador neuromuscular es

rocuronio.

10. Una composicion farmacéutica CARACTERIZADA
porque comprende un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina que

tiene la férmula general I:
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CH;0H
H H CHy~S—R-X
H OH
m H OH n
Formula I

donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u 8;

R es (Ci-g)alquileno, opcionalmente sustituido con 1-3 grupos
OH, o {CH2) o-fenileno-(CH2)p-;

©, p son independientemente 0-4;

X es COOH, CONHR), NHCOR2, SO20H, PO(OH)2, O(CH2-CH2-0)q-H,
OH, o tetrazol-5-ilo;

R] es H 6 (C1-3)alquilo;

R2 es carboxifenilo;

q es 1-3;

© una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, mezclado con

auxiliares farmacéuticamente aceptables.

l1i. Un método para 1la reversién del blogueo
neuromuscular inducido por farmacos en un paclente,
CARACTERIZADO porque comprende administrar parenteralmente a
dicho paciente una cantidad eficaz de un derivado de 6-
mercapto-ciclodextrina ge acuexrdo con la férmula general I de

la reivindicacién 1.

%3
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802.341 v

S8e describe un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina

que tiene la férmula general I:

CHoOH
H H CHz—S—R-X
OH H H H
0 OH H
H OH
m H OH n

Formula I

donde m es 0-7, n es 1-8, mtn = 7 u 8; R es (Ci-¢)-
alquileno, opcionalmente sustituido con 1-3 grupos OH, o6
(CH2)o-fenileno-(CH2)p~; o, P son independientemente 0-4; X
es COOH, CONHR), NHCOR2, S020H, PO(OH)2, O(CH2-CH2-0)q-H, OH,
0 tetrazol-5-1lo; R}y es H 6 (Ci-3)alquilo; Rz es
carboxifenilo; q es 1-3; o sales farmacéuticamente aceptables
del mismo.

El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina es muy
adecuado para ser usado en Jla reversién del blogqueo

neuromuscular inducido por férmacos.

Titulo
Derivados de &-mercapto-ciclodextrina usados como agentes de

reversidn para el bloqueo neuromuscular inducido por fi&rmacos.
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mﬂnm. recibis, renunciar, y ratifiear los actos de agentes representatives without a power of attorney.
- : Given and sigrend $his; Dad amdo hw AU 1 9
F<G.M. Hefmahs : Reerink
in/en ﬂ' > Pharma K '.1; Djrector
= dgarAteatrs
: _/‘/ .1 . . L & » N
r‘.'-:f' ’ ! - - 4w A
CAVELIER TRADLICCION Nos/%. [/ log
WFPODERE-179 (MINUTA N 12.1.12.5) MARIA ELVIRA MBS 200
T « Interorate Ciical

inglés - Emofict - Inghia
Res. No. w9 Min. Justicia
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q“;-%ﬂnqu-ndeWH Power of is autorized to do so. To this effect,

pruebas que acreditan ssos hechos (1), (2) y (3)- mihf.'umu! evkience to prove the above facts (1), ()

Seen for legqgalization of the signatures

of Mr. F.G.M. Hermans and Mr. E.H. Reerink
by me, Mra Martinus Petrus Maria Philips,
notary public at Oss, the Netherlands,
on-this 26th day of August 1998.

/ TRADLICCION No: [ £ [/ ’9&’
MARIA ELVIFPA MARTELC
' 'lnd'a Emngn e
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f CHAMBER OF COMMERCE AND INDUSTRY
FOR OOST-BRABANT (neoemLanp)

EXCLUSIVI. Y2520 290 tecALIZATION OF
INAFCRI JiES unca sicaTURE(S)
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NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE cowmclgéas:fan los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,
si el poderdante es una sociedad, el Sefior debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante. ~
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El suscrito Cénsul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA:

Queel SeﬁorMnrtmu Petrus Maria PHILIPS, quien como Notario Piblico de-
Oss , Paises Bajo, autentict las firmas de los signatarios del poder precedente, qercinenla
fechlhsﬁmaonesmdmdu.ymﬁmaeonupondeahmgmdnesteConmhdo

QuelaCompaﬂlnAKZONOBEL N.V. uunuSomedad eonstltuidadeamerdoeonhsleyes
de los Paises Bajos, umplesuob]etoconfomalnmsmasysehalhregmudanhcm
de Comercio y Fabricas de Centraal Gelderland, Amhem, bajo el nimero 09007809;

. Que los Sefiores Franciscus Guilielmus Maria HERMANS y Engbert Harmen

REERINK. signatarios del presente documento, quienes en su carécter de Apoderado:
de la Empresa AKZ0 NOBEL N.V.; conjuntamente tienen facultad para ello, y cuyas

" firmas fueron autenticadas ante el Notario P(iblico de Oss, Sefior Martinus Petrus Maria

PHILIPS, sonlosreprésentanmlegaludehduda&npmaenestem
ElenmldeColombumLaHuyt.PaiuuBujos,noamm recponsal:nlldad

1-..."'

Esta certificacibn se expide cn La Haya, Paises Bajos, s seis (06 LIy
dias del mes de Noviembre de mil noveamtosnuvuﬂyodlo(l-”mf““*g‘m"mm i

Impuesto de Timbre,. USS 6. 00.
Derechos Consulares USS. 100.00
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R

Centificacién No. 206 l-‘l 5/
N No.:
t . E TRADUCCID AnTEI.o =z

MARIA ELVIﬂA M T

Troducios @ ° ..'

m Em - ‘ﬂﬂl'. f—a ) Tae.

mmmmw DI A

JOSE K VILLEGAS . .'.'. - ._. -,

DE COLO LI

- . - [1
L - .- . - -
’.- . . . " . ot *

1

S _
“l.i.-.la T_’}“‘_-:, z“:
fae *“'*.‘ M-.:'::‘w i

- '.2- 4..-" ’...-

At

-
-




el et
———_m e

Pl

syov o mu_s_umﬁmﬁ

- uadnasal QUNIHAIO0 S|
m_u_._:s?_,_i_.._::_“ b

i
e
L
P

[—]

keo-

s3goriald
S3M0ray13830 QU2ISINH

y——y—
.

o , oLaL L T
B et Y TR

r ..... LN .
" L
- a .
e i
e i '
.-—...-uu-—t.. P~ A R ”..
rR - R ’
i P u.
R - -._-l.l e - '
SR, SRR ST ‘-
ke ,ﬂ..-...swﬂ..l._.l o r———— H]
ppr e ub iy - . , !
et



'TRADUCCISN FICIAL No. 18.11/98 preparada por Maria Elvira

Martelo, Traductora Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucién 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

(A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
d cumento escrito en inglés y espafiocl, por el cual AKZO NOBEL
N.V. otorga poder a ENMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER).. Dado y firmado el € de
agosto de 1998. (Firma ilegible) F.G.M. Hermans, Direct r de
Patentes Farmacéuticas. (Firma ilegible) B.H. Reerink,
Subdirector de Asuntos Juridicos. (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
N.V.

(Al dorso) Visto por mf, Sr. Martinus Petrus Maria Philips,
notario pGblico en Oss, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,
para legalizacién de las firmas de F.G.M. Her@gn54y:;.ﬁ. Reerink.
(Firma ilegible).

{Legalizacién) CAMARA DE INDUSTRIA Y

(PAfSES BAJOS). Visto exclusivamente
la({s) firma(s) que antecede(n).-.iéosto
ilegible) J. Schellenkens.

(Sello en holandés).

(En espafiol) Certificacidén de las firmas que anteceden y de la
existencia legal de AKZO NOBEL N.V. expedida por el Consulado de

C lombia en La Haya el dfa 6 de noviembre de 1998, baj el N .

~
o

4

N



L] Ll

206. Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, C6nsul de Colombia, La
Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) Legalizacifén de la firma que antecede expedida por el
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1998, firmado por el Jefe de Legalizaciones.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

ficina para su confrontacién
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6-Mercapto-Cyclodaxtrin Derivatives:
Roeversal Agents for Drug-induced Neuromuacular Block.

The invention relates to 6-mercapio-cyclodextrin derivatives, to their usa for
the preparation of a medicament for the revemal of drug-induced

_neuromuscular block, and to a kit for providing neuromuscular biock and its

reversal.

A neuromuscular blocking agent (NMMBA; also called a muscle refaxant) is
routinely used during the administration of anaesthesia to facilitate
endotracheal intubation and to allow surgical access 1o body cavilles, in
paticular the abdomen and thorax, without hindrance from voluntary or reflex
muscie movement. NMBAs are also used in the care of critically-ll patients
undergoing intensive therapy, to faciitate compilance with mechanical
ventilation when sedation and analgesia alone have proved inadequate, and
to prevent the violent muscla movemonts that are associated with
electroconvuisive therapy treatment.

Based on their machanisms of action, NMBAs are divided into two categories:
depolarizing and non-depolarizing. Depolarizing neuromuscular blocking
agents bind fto nicotinic acelyicholine recaptors (nAChRs) at the
neuromuscular junction in a way eimiar to that of the endogenous
neurotransmitter acetyicholine. They stimulale an Initial opening of the ion
channal, producing contractions known as fasciculstions. However, since
these druge are broken down only relatively siowly by cholinesterase
enzymes, compared to the very rapld hydrolysis of acetylcholine by
acetyicholinesterases, they bind for a much longer period than acetyicholine,
causing persistent depolarization of the and-plate and hence a neuromuscular
biock. Succinyicholine (suxamethonium) Is the best known example of a
depolartzing NMBA.

Non-depolarizing naummel;lar biocking agents compate with acetyicholine

for binding to muscle NACHRs, but uniike depolarizing NMBAs, they do not
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activate the channel. They block the activation of the channel by acetyicholine
and hence prevent cell membrane depolarization, and as a result, the muscle
will bacome flaccid. Most of the ciinically-used NMBAs belong o the non-
depolarizing category. These Include fubocurarine, atracurium,
(cis)atracurium, mivacurium, pancuronium, vecuronium, rocuronium and
rapacuronium (Org 9487).

At the end of surgery or a period of intensive care, a reversal agent of NMBAs
is often given to the patient to assist the recovery of muscle function. Moat
commonly used reversal agents are inhibitors of acetyicholinesterasa (AChE),
such as neostigmine, edrophonium and pyridostigmine. Because the
mechanism of action of these drugs Is fo increasa the level of acetyichollne at
the neuromuscular junction by inhibiting the breakdown of acetyichaoline, they
are not sultable for reversal of depolarizing NMBAs such as succinyichaline.
The use of AChE Inhibitors as reversal agents leads to problems with
selpciivity, since neurctransmission to all synapses (both somatic and
autonomic) involving the neurotransmitter acetylcholine Is potentiated by
these agents. This non-selectivilty may lead to many side-effects due to the
non-selective activation of muscarinic and nicolinic acetyicholine recepfors,
including bradycardia, hypotansion, increased salivation, nausea, vomiting,
abdominal cramps, diarrhoea and bronchoconetriction. Therefore In practice,
these agents can be used only after or together with the administration of
atropine (or glycopymroiate) 1o antagonize the muscarinic effects of acelyl-
choline st the muscarinic receptors In the autonomic parasympathetic neuro-
effgctor junctions (e.g. the heart). The use of a muscarinic acetyicholine
receptor (MAChR) antaganist such as atropine causes a number of skie-
effects, e.g.. tachycardia, dry mouth, biurred vision, difficulties in empltying the
bladder and furthermore may affact cardiac conduction.

A further problemn with anticholinesterase agents is that residusl neuro-
muscular activity must be present (>10 % twitch activity) to allow the rapld
recovery of neuromuscular funcion. Occasionally, either due o hyper-
sensitivity of the patient or accidental overdose, adminisiration of NMBAs can
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cause complete and prolonged biock of neuromuscular function (“profound
block”). At present, there is no reliable freatment 1o reversa such a ‘profound
block’, Atimpts o overcome a ‘profound block’ with high doses of AChE
inhibitors has the risk of inducing a "chalinergic crisis”, resuiting in a broad
range of symptoms related t0 enhanced stimulation of nicotinic and
muscarinic receptors,

in Europsan Patent Application 99,306,411 (AKZO NOBEL N.V.) the use of
chemical chelators (or saquestrants) as reversal agents has been disclosed.
Chemical chelators capable of forming a guest-host compiex for the
menufaciure of a medicament for the raversal of drug-induced neuromuscular
black wera describad. The use of chemical chelators as reversal agents for
NMBAs has the advaniage that they are effective in reversing the action of
both depolarizing and non-depolarizing NMBAs. Thelr use does not increase
the Jevel of acetyicholine and therefore they produce fewer side effects and
none associated with the stimulation of muscarinic and nicotinic receptors
ssen with the AChE reversal agents. In addition, there is no need for the
combined use of an AChE inhibitor and a mACHhR antagonist (e.g., atropine),
while the chemical cholators may further be safely employed for the reversal
of ‘profourd black’. Examples of such chemical chelators, as disciosed in EP
99,306,411, ware selected from various classes of, mostly cyclic, organic -
compounds which are known for their abililty to form inclusion complexes with
various ofganic compotnds in aquecus solution, e.g. cycdlic oligosaccharides,
cyclophanes, cyclic peptides, calixarengs, crown ethers and aza crown
ethers.
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CHz0H
H H
oH H
(o] >
H OH |
n
n=6-8

a class of cyclic molecules containing six or more a-D-giucopyranose units
linkad at the 1,4 positions by a-linkages as in amylose, and derivafives
s thereof were identified In EP 99306411 as particuiarly useful in the reversal of
many of the commonly used nowromuscular blocking agents, ar mracle
relaxants, such as rocuronium, pancuronium, vecuronium, rapacuronium,
mivacurium, atracurium, (cis)atracurium, succinyicholine and tubocurarine,

1) 1t has now baen found that 8-mercapto-cyclodextrin derivativee having the

general fommuia |
CHgOH
H H CHy~S—R-X
OH H H H
OH H
H o m H OH n
Formula |

whereinmis0-7andnis1-8and m#n=T or 8;

Li Xis COOH, OH or CONHCH,
R is (CygJalkylans or (CH,),-phenylene-(CH,),.
o and p are independently 0-4; or a pharmaceutically acceptable sait thereof;
are highly sctive in vivo in the reversal of the action of neuromuscular
blocking agents.
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No protection per se is sought for the following 6-mercapto-cyciodextrin
derivatives:

6-per-deaxy-8-per-(2-hydroxyethyithio)-f-cyclodextrin and
8-per-deoxy-8-per-{2-hydraxyethylthio)-r-cyciodextrin, which are described by
Ling, C. and Darcy, R. (J. Chem. Soc. Chem comm. 1963, (2), 203-205);
6-mono-deaxy-8-mono-{2-hydroxyethyithio)-B-cyclodextrin, which Is discicsed
by Fulita, K. et al. (Tetr. Lelters 21, 1641-1544, 1980);
6-per-deaxy-8-per-{carboxymethyithic)--cyclodextrin, which Ia describad by
Guillo, F. et al. (Bull. Chem. Soc. Chim. Fr. 132 (8), 857-866, 1085);
8-mono-deaxy-6-mono-{carboxymethyithio)-B-cyclodextrin, which Is describad
by Akikke, T. et al. (Chem. Lett. 1994 (6), 1085-1082);

.B8A.6B-dideoxy-8A,6B-bis|(o-carboxyphenyl)thic]-g-cyclodextrin and

6A,68-dideaxy-6A,68B8-bis(carboxymethyithiol)-B-cyclodextrin, which are
described by Tubashi, |. Et al. (3. Am. Chem. Soc. 108, 4514-4518, 1986.
These prior art 6-mercapto-cyclodexdirin derivatives have been described in
relation with different utilities In each instance.

However, the above mentioned 6-mercapto-cyclodextrin devivatives do
belong to the main aspect of the present invention which relates to the use of
a 6-mercapto-cyclodextrin derivative according to the general formula | for the
manufacture of a medicament for the reversal of drug-induced neuromuscular
block.

The term (C,.)alkylene as used in the definition of formula | means a
branched or straight chain bivalent carbon radical containing 1-6 carbon
atoms, such as methylene, ethylsne (1,2-ethandiyl). propylene (1-methyi-1,2-
ethanediyl), 1.3-propanediyl, 1.4-butanedii, 1.5-pentanedlyl and 1.6-
hexanadiyl.

The term phenylene means a bivalent molety the free valencias of which can
be paoslitionad either ortho, meta or para to one another.

Compounds according to formula | wherein n+m Is 7 are derivatives of fi-
cyclodextrin, those wherein n+m is 8 are derived from y-cyclodextrin.
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wherein n ia 8, R is (Cy,Jalkylene and X Is COOH.
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Prefgrred are the 6-mercaplo-cydodextrin derivatives wherein X is COOH, or
a pharmaceutically acceptable salt thersof.
More preferred are the 6-mercapto-y-cyclodexirin derivatives of formula 1

The B-mercapto+-cyclodexirin derivatives of formula | can be preparad by
reacting a C5 aclivated y-cyclodextrin derivative of formula || with an alkyithiol,
arylaikyithiol or aryfthiol in the presence of an inorganic or organic base.

CH.OH
HATO

H
' OH H
O
H OH

Formula il wherein mis 0-7, nis 1-8, m#n =7 or 8 and Y Is a leaving group
which can be a halide (C!, Br or [}, sulfuric ester or a sulfonic ester function.

Conversely the 6-mercaplo-y-cyclodextrin derivatives of formula | can diso be
prepared by reacting a 6-thiol y-cyclodextrin derivative of formula Il with an
alkylating agent, e.g.. akyl halide, arylalkyl halide, alkyl sulfonate, arylalkyl
sulfionate efc., or a double bond containing reagant, og., vinyl alkane,
acrylate, ¢ic., or an epoxide in the presence of an inomganic or onganic base.
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Pharmaceutically acceptable safts of 6-mercapto-cyclodextrin derivatives of
bnmﬂalwhmhxmmeeam-ddgmupcoommybe
chtained by treating the acid with an organic base or a mineral base, like
sodium-, potassium- or lithium hydroxdde.

The 6-mercapto-cyclodextrin derivatives for use In the invention are
administered parentsrally. The injection route can be Intravenous,
subcutaneous, intradermal, intramuscular, or intra-arterial. The intravenous
route is the preferred one. The exact dose to be used will necessartly be
dependent upon the neads of the individual subject to whom the medicament
Is being administered, the dagree of muscular activity to be restored and the
judgement of the anaesthetist/critical-care spacialist. Extracorporal application
of the chemical chelators of the invention, for instance by mixing of the
chemical chelator with the biood during dialysis or during plasmapheresis, is
also contemplated.

In a further aspect the invention relates to a kit for providing neuromuscular
block and ks reversal comprising (&) a neuromuscular blocking agent, and (b)
a 8-mercapto-cyclodextrin derivative according to general formula | capable of
forming a guest-host complex with the neuromuscular blocking agent. With a
kit according 10 the invention Is meant a formulation, which contains separate
phaimaceutical preparations, i.e. the neuromuscular blocking agent and a 6-
mercapto-cyclodextrin derivative of formula |, L.e. the reversal agent. The
components of such a kit of parts are to be used sequentially, i.e. the
neuromuscuiar blocking agent is administered to a subject in nesd thereof,
which Is followed, at a point in time when restoration of muscle function is
recquired, by the administration of the reversal agent, L.e. 2 6-mencapto-
cyclodextrin delvative of the present invention.

A preferred kit, according to the Invantion, contains a 6-mercapto-cyclodextrin
derivative of formula | and a neuromuscular biocking agent which Is selected
from the group consisting of rocuronlum, vecuronium, pancuronium,
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rapacuronium, mivacurium, atracurium, (cls)atracurium, Wubocurarine and

swamethonium. A particuladly prefered kit of the Invention comprises
rocuronium as the neuromuscular biocking agent.

Mixed with pharmaceuticatly suitable auxiliaries and pharmaceutically suitable
liqiids, e.g. as descrbad in the standard reference. Gennaro et al.,
Rsmington's Pharmaceutical Sciences, (18th ed., Mack Publishing Company,
1990, Part 8: Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture: see
especially Chapter 84 on “Parenteral preparations, pp. 1545-1569; and
Chapter 85 on ‘Intravenous admixiures®, pp. 1570-1580) the 6-mercapto-
cyclodextrin derivatives can be applied in the form of a solution, e.g. for use
as an injection preparation.

Altamatively, the pharmaceutical compoaltion may be presented In unit-dose
or multi-dose containers, for example sealed vials and ampoules, and may be
stored in a freeze dried (fyophilised) condition requiring only the addition of
the sterile liquid carrier, for example, water prior fo use.

The invention further includes a pharmaceutical formulation, as hereinbefore
dascribad, in combination with packaging material sultable for said
compasition, said packaging material including instructions for the use of the
comipasition for the use as hereinbefore describad.
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To a round bottom flask containing pyridine (120 mi) was added dry y-
cyclodextrin (2.0 g, 1.54 mmol) under nitrogen at room temperature. After
dissolution, 2-napthalenesuifonyl chloride (1.05 g, 4.64 mmol) in pyridine (20
mi) was added and the mixture stimed for 24 h. Quenched with water (60 mi)
and evaporated t dryness fto leave crude 6-mono-O-(2-
naphthalenesulfonyl)y-cyclodextrin.

Sodium hydrde (0.38g, 15.83mmol) was suspended In dry
dimethylformamide (20ml). 4-Mercaptobenzoic acld (0.7g. 4.55mmol) was
then added to the suspension and the resulling mpdure was stimed for 20
minutes. y-Cyclodexirin nosylate (3.2g, 2.12mmol) was added to the mixture
and the reaction was heated to 100°C for 50 minutes. Afler cooling, acetone
was added to precipitate a solld, which was reprecipitated from
water/acetone. This was then dissolved in water (20mi), pH adjusted to 7.0 by
adding 2N hydrochiaric acid, then chromatographed on a Sephadax DEAE A-
25 column. Apprapriate fractions were combined, dialysed, then precipitated,
twice from waterfacatone to give 400mg of the titted compound. 'H NMR In
DMSO 8741078 (ArH), 501052 (B H).4.13 (1 H),3.7104.0 (29 M), 3.7 o
8.4 (17 H), 3.25 (1 H) ppm. ¥C NMR in DMSO 5 129.8 and 1275 (AIC), 103.3
and 102.9 (C1 and C1'), 85.0 (C 4'), 81.6 (C 4), 73.8 (C 3),73.5(C 2), 722 (C
5), 70.8(C 5'). 60.6 (C 6), 34.3 (C 8') ppm. Electospray MS [M+H]* = 1455.7
and [M+Na]' = 1477.7.
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Sodium hydride (60 % dispersed in oll, 0.18 g, 4.5 mmol) was sdded o
thiceaficylic acid (0.34 g, 2.2 mmol) in DMF (26 ml) in one partion and stired
at room temperature for 30 min. To this was then added the crude solution of
8-mano-0-(2'-naphthalenasulfonyl)-y-cyclodexirin (2.5 g, 1.45 mmal) In DMF
(15 mi) and heated fo 70 *C for 24 h. The mixture wes cooled and quenched
with water (20 ml) before evaporating to dryness. Water was then added to
the residue and the resulting sclution was poured into acetone (250 mi) to
effact precipitation. The resulting solid was coflacted by fitrstion and
dissolved in water (10 ml) before passing through a Sephadex DEAE A-25
column eluting with water then 0.2 N NaOH. Fractions containing the product
were combined and evaporatad 10 a low volume and dislysed (MWCO 1000)
by changing the extemal water four timee. intemal sclution was evaporated to
low volume and poured into acetons (100 mi). Solid was collected by fitration
and dried under vacuum at 70 °C to leave the title compound (235 mg) as a
white solid. 'H NMR (D,0) 5 7.50-7.10 (4 H, m, Ar-H), 5.14 (8 H, m, CyD 1-H),
4.16 (1 H, m, CyD 5-H), 3.98-3.85 (26 H, m, CyD 3,5,2.4,-H), 3.70-3.61 (20 H,
m, CyD 2.3.4.6-H), 3.15 (1 H. m, CyD 8-H) ppm; Electrospray MS mvz 1477.8
for [M+Na]", calcd for CuHNaO,,S M 1455.304.

10
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Triphenyiphosphine (30.1 g, 15 eq) was dissolved with stirring in dry
DMF (180 mi). To this was added iodine (30.5 g. 15.6 eq) over 10 min. with
heat evolved. Dry y-cyclodexdrin (10 g, 7.7 mmol) was then added and the
mixture was heated o 70 °C for 24 h. The mixture was allowed to cool, fo
which sodium mathoxide (3.1 g sodium in 50 mi methanal) was added and
the mixture was stirmed for 30 min, bsfore pouiing onto mathanal (800 mi) and
evaporating to dryness. To the reaidue was added water (500 mi) and the
solid was collected by fiitration and washed with water (3x100 mi), then
aceione (3x100 mi). and dried under vacuum at 70 °C fo give 6-per-deoxy-8-
perlodo-y-cyclodaxtrin as a yeliow solid (18.2 g) which was used without
further purification.
To a solution of 3-mercaplobenzoic acld (1.0 g. 10 eq) in DMF (30 mi) was
added 60% sodium hydride dispersed in oll (476 mg, 22 eq) portionwise over
30 min. The mixiure was cooled and G-per-deoxy-G-per-iodo-y-cyciodextrin
(1.4 g) in DMF (30 mi) was added. The mixture was then stimed at 70 °C for
24 h. The mixture was afiowed to cool fo room temperature and quenched
with the addition of watar (20 mi) before avaporating to a low volume. The
solution was poured Into acetone {500 mi) and the precipitate was coflected
by fitration, dissoived In water (20 mi) and dialysed (MWCO 1000) by
changing the axternal water four times. Intemal solution was evaporated to
low volume and poured into acetone (250 mi). The solid pracipitate was
collscted by filtration and drisd under vacuum at 70 °C to afford the title
compound (145 g) s a white solld: 'H NMR (D,0) 8 7.77 (8 H, br s, Ar-H),
7.55 (8 H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.71 (16 H, m, Ar-H), 5.16 (8 H, s, CyD 1-H),

11
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4.00-3.94 (16 H, m, CyD 3,5-H), 3.58-3.53 (18 H, m, CyD 4,2-H), 3.43-3.40 (8
H, m, CyD 6-), 3.24-3.20 (8 H, m, CyD 6-H); Electroapray m/z 1190.8 for [M-
8Na+EHP, calcd for CyaHioNaOuS, M 2562.39.

3-Mercaptopropionic acid (1.22 ml, 14.0 mmol) was dissolved in dry
DMF (45 mi) under N, at room temperature. To this solution was added in

‘three portions sodium hydride (1.23 g, 30.8 mmol, 60%) and the mixture was

stired for a further 30 min. To this mixture was then added dropwise a
sohmtion of 6-per-deaxy-8-per-lodo-y-cyclodextrin (3.12 g, 1.40 mmol) in 45 ml
dry DMF, After addition, the reaction mixture was heated at 70 °C for 12 h.
After cooling, water (10 ml) was added o the mixture and the volumé was
reduced to 40 mi in vecuo, to which ethanol (250 mi) was added resulting in
precipitation. The solid precipitate was collected by fiiration and dialysed for
36 h. The volume was then reduced % 20 ml in vacuo. To this was added
ethanol, and the precipliats was collscted by filtration and dried to give the
fite compound as a white salld (1.3 g, 43%). 'H-NMR D,0 5 247-2.51 (m,
16H); 2.84-2.88 (m, 16H). 3.00-3.02 (t, 8H); 3.11-3.14 {t, 8M); 3.62-3.68 (m,
16H); 3.92-3.87 (m, 8H); 4.04-4.08 (m, 8H); 5.19 (m, 8H) ppm. MS FIA Hon at
2024.9 miz
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The title compound was prapared in & similar way as described for
Exampie 4 by reacting 6-mercaptohexancic acid (1.34 g, 0.90 mmal) with 8-
per-deoxy-8-per-kxio-y-cydodextrin. 'H-NMR D,0 § 1.40 (s, 16H) 1.57-1.64

(m, 32H); 2.17-2.21 (m, 16H); 2.67-3.00 {m, 16H); 2.85-2.90 (m, 8H); 3.15-
3.20 (m, BH); 3.52-3.59 (m, 8H); 3.60-3.63 (m, 8H); 3.87-3,93 (m, 16H); 5.16
(s, 8H) ppm. MS FIA +ons at 2382.2, 2213, 2085 and 1918 m/z

The tle compound was prapered in a simiiar way as described for
Example 4 by reacting 4-merceptabutyric acld (1.10 g, 0.000 mol) with 6-per-
deqxy-8-per-iodo-y-cyclodextrin. *H-NMR D,O & 1.87-1.88 (m, 16H); 2.27-2.30
(m, 16H). 2.67-2.71 (m, 16H); 2.98 -3,00 (m, 8H); 3.13 -3.16 (m, 8H); 3.61-
3.63 {m, 16H); 3.94-4.03 (m, 16H); 5.21 (s, 8H) ppm. MS FIA +on at 2138.8

o
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Sodium hydride (60% dizsparsion, 0.34g, 8.80mmol) was added to a
stimed solution of ethyl 2-mercaptoecetats (0.82mi, 8.40mmal) in DMF (20 mi)
under nitrogen at mom temperature. After effervescence had ceased (15
min), per-8-demcy-per-6-lodo-y-Cycladextrin (2.17g. 1.00mmol) was added to
the syastem. After a further 5 min, the temperature was ralsed to 70°C and
the reaction was left with stiring for 17h. After cooling, DMF was removed in
vacuo. Mathanol (50mi) was added and a creamy whits solid slowly
crystailised out of solution. This was flitered off under suction, washed with
methanol and dred to give 6-perdecxy-8-per-carbethoxymethyithio-y-
cyclodextrin as a solid (1.74g, 82%). 8,{d6-dmso) 4.054.85 (BH, m, 8 x
anomeric CH), 4.05 (16H, q, 8 x CH,CH,), 3.85-3.75 (8H, m), 3.60-3.50 (8H,
m), 3.40-3.20 (32H, bs, 8 x CH,SCH,), 3.20-3.10 (BH, m), 2.95-2.85 (8H, m),
1.20 (24H, t, 8 x CH,CH,).

To 1 M solution of sodium hydroxide (7 mi) was added 6-per-deaxy-6-
per-carbethoxymethyithio-y-cyciodextrin (1.00g. 0.47mmol) and the reaction
was gllowad to stir at room famperature. After 18h, the clear solution was
dialysad for 8h, with water (2L) being raplaced avery 2h. After this thme, the
.cnntenhurmndmmbhlgm-mﬂedhbaﬂa*andmgvamu
in vacuo, giving the fitie compound as a white solid (0.62g, 64%). 5,{D,0)
6.21 (8H, d, 8 x anomeric CH), 4.18-4.05 (8H, m), 4.00 (8H, dd), 3.78 (BH,
dd), 3.70 (8H, dd), 3.40 (16H, dd), 3.20 (8H, d), 3.02 (B8H, dd). 3:(D,0) 178.1,
101.8, 82.8, 73.0, 72.7. 71.8, 30.0, 34 1 LC/MS TOF 1880 nvx
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To a solution of 4-mercapicbenzolc acid (856 mg) in DMF (30 mi) was added
80% sodium hydride dispersed in ol (372 mg) portionwise over 30 miri. The
MWMMWMWM(i.Og)mﬁMhm
portion and the mixture was stired at 70 °C for 24 h. The mixture was
allowed o cool 1o room temperatura and quenched with the addition of water
(20 mi) before avaporafing to a low volume. The solution was poured into
ethanot (250 mi) and the pracipitate was collected by filtration, dissoived in
water (20 ml) and dialysed (MWCO 1000) by changing the extemal water four
times. Intemal solution was evaporaied to low volume and poured into
acetone (250 ml). The solid precipiate was collectad by filtration and dried
under vacuum at 70 °C to afford the itle compound (1.2 g) as a white solid.
TH NMR (D,0, 343K) 5 7.70 (16 4, d, J= 8.1 Hz, Ar-H), 723 (16 H,d, J= 7.3
Hz, Ar-H), 5.15 (8 H, s, CyD 1-H), 4.00-3.98 (16 H, m, CyD 8,5-H), 3.55-3.53
(24 H, m, CyD 6’ 4,2-H), 3.15 (8 H, m, CyD 6-H); MALD\-TOF nvz 2383.7 for
[M-Nag+H,], caled for CyaHy N8OS, M 2562.38.

15
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To a solution of 4-mercaptophenylacetic acid (10 eq) in DMF (30 ml)
was added 80% sodium hydride in oll (22 aq) portionrwise over 30 min. The
mixture was cooled and per-8-bromo-y-cyclodextrin (1.0 g) was added in one
portion and tho mixture was stimed at 70 °C for 24 h. The mixture was
allowed io cool to roomn temperature and quenched with the addition of water
(20 mi) before evaporating fo & low voksme. The solution wes then poured
into acetone (250 mi) and the precipitate was collected by fitration,
suspended in water (20 mi) and dlalysed (MWCO 1000) by changing the
extamal water four imes. Intemal solution was evaporated to low volume
and poured into acetone (250 ml). The solid precipitate was collected by
fitration and dried under vactium at 70 °C o afford the title compound (1.44
g) as a white solid. '"H NMR (D,0, 343K) § 7.15 (16 H, d, J = 8.0 Hz, ArH),
8.90 (16 H, d, J= 8.0 Hz, Ar-H), 498 (8 H, s, CyD 1-H), 3.00-3.72 (16 H, m,
CyD 3,5-H), 3.51-3.43 (16 H, m, CyD 4,2-H), 3.28 (24 H, m, CH,Ar, CyD 6'-
H), 3.15-3.10 (1 H, m, CyD 6-H); MALDI-TOF m/z 2405.8 for (M-Nag+H,],
caicd for C, ,H,uN2,0,S, M 2674.8.

ale Dunkin-Hartiey guinas (bodyweight: G0D-800 g) were
anassthetized by Lp. administration of 10 mg/kg pentobarbitone and 1000
mg/ikg urethane. After trachectomy, the animals were ariificlally ventilated
using a Harvard smafl animal ventiiator. A catheter was piaced into the carotid
artery for continuous monitoring of arterial blood pressure snd the tekdng of
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biood sampies for blood gas analysis. Heart rate was derived from the biood
pressure signal. The sciatic nerve was stimulated (rectangular pulses of 0.5
ma duration at 10 8 (0.1 Hz) intervals at a supramaximal voltage, Lsing a
Grass S83 Stimulator) and the force of M. gastrocnemius contracione was
messured using a Grass FTO3 force-displacement transducer. Contractions,
blood pressure and heart rate were recorded on a muitichanne! Grass 7D
recorder. Catheters were placed in both jugular veins. One catheter was used
for the continuous infusion of & neuromuscular blocking agent. The infusion
rate of the neuromuscular blocking agent was increased until a steady-state
black of 8590% was abtsined. The other catheter was used for
administration of increasing doses of the reversal agent. During continuous
infusion of the neuromuscular blocking agant, single doses of increasing
concentration of revarsal agent wars given, At the end of the experiment, the
measured force of muscie contractions was plotiad against the concentration
of raversal agent, and using regression analysis techniques, the 50% reversal
concentration was calculated.

Resulta for the reversal of the newromuscular block, induced by the muscle
relaxants rocuronium bromide (Roc), by the B8-mercapio-cyclodendrin
derivatives of Examples 1-8 are presanted in Table |. For comparison, the
revarsal sctivity of the parent compounds p-cyciodexirin and y-cyclodextrin
ana Included as well.

17
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TABLE |

Dose (EDy,, umol.kg”) producing 50% reversal of stoady-state nouromuscutar
block in anaesthetized guinea pigs and concentration at mamimum reversal.

cyclodexirin, Na salt (example 9)

Compound EDy max. reversal
umol.kg™ at conc. (i
mol.kg™)
y-oyclodextrin (+-CD ) 4
[ P-cyclodedrn (F-CD) ~20
B-Mono-deouy-6-mono-(4-carboxyphenylithio-r- _— T 12 @0)
cyclodextrin, Na sait (sxample 1)
8-mano-docxy-6-monc-(2-crboxyphany Jio-y- 130 —®man
ayclodexdirin (example 2)
G-per-deay-0-per-(3-carboxyphenyljiio-r- 028 102 (1.28)
cyciodedrin (exampls 3)
[ G-per-decwy-8-par-{2-carbaxyethyljihio-1-cyclodexirin, 000 T oT(053)
Na salt (sxample 4)
G-par-decsy-0-per-{B-carboxypantyljihio 1- 074 TRES |
cyclodextrin, N ssit (example 5)
B-par-deoiy-5-par-(-carbaxypropyljhio-y- 000 ~108 048)
| eyclodexirin, Ne sak (cxample 8)
S-per-ducuy-0-per-carboxymethyiio-y-cyciodedrin, T I
Na sait (sxarmple 7)
6-par-deciy-8-per-t4-carboxyphenylhio-y- ~0.10 96 (0.40)
cyolodextrin, Na sakt (sxampie 8)
[ 6 ir-doxy-6-per-4-carboxyphenyimethyiihio-1- [ XE) 100 050) |
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Clalms.

1. A G-mercapto-cyciodextrin derivative having the general formula |

CHy0H
H H CHz—~S—R~X
OH M H
H

0
H OH
m & o 0

Formuia |

wherein mis 0-7 and nis 1-8and mtn =7 or 8;
X ls COOH or OH;
R is (C;aJalkylene or (CH,),-phenylene-{CH,),;
o and p are independently 0-4; or pharmaceutically acceptable saits
thereof:
with the exclusion of
6-per-decxy-8-per-{2-hydroxyethyithio)-f-cyciodextrin;
6-mono-deaxy-8-mona-{2-hydroxyathyithio}--cyclodexdrin;
6-per-deoxy-6-per-(2-hydraxyethyithio)-y-cyciodedrin;
8-par-deoxy-8-per-(carboxymethyithlo)-f-cyclodexdtrin;

. G-mono-deoxy-8-mono-{carboxymethyithio)-p-cyclodextrin;
8A,68-dideoxy-6A,68-bis{(o-carbaxyphenyl)thio}--cyclodextrin; and
6A,8B-dideoxy-6A,6B-bis(carboxymethyithiol)}-p-cyclodexdrin.

2. The 6-mercapto-cyciodextrin derivative according to the general formula |

of cialm 1 wherein X Is COOH.

3. The 6-mercapio-cyciodaxtrin derivative according to the general formula |

of claim | wherein X ls COOH; mis 0; nis 8; and R Is (C, JJakylena.

19
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. The use of a 6-mercapto-cyciodextyin derivative according to the general
formuia | of daim 1 for the manufacture of a medicament for the reversal
of drug-induced nouromuscular block.

A kit for providing neuromuscular block and its reversal comprising (a) a
neuromuscular biocking agent, and (b) a 8-mercapto-cydodextrin
derivativa acconding fo the general formula | of claim 1.

The kit according to claim 5, wherein the neuromuscular biocking agent ls
salgciad from the group consisting of rocuronium, vecuronium,
pancuronium, rapacuronium, mivacurium, (cis)atracurium, tubocurarine
and swamethonium.

. The kit according to clalm 6, wherein the neuromuscular blacking agent is
rocuronium.

. A method for reversal of drug-induced neuromxscular block in a patient,
which comprises parenterally edministaring to saii patiant an effective
amount of a 6-mercapio-cyclodaxtrin derivative according to the general
formula | of claim 1.
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ABSTRACT

Disclosad is a 8-mercapio-cyciodextrin derivative having the general formula |

CHzOM
H H CHy~-S—-R-X

H OH m n

Formuila |
whereln mis 0-7 andnis 1-8 aimin=7 or §;
X is COOM or OH;
R is (C,)alkylene or (CH,),-phenylene-(CHy),;
o and p are independently 0-4; or pharmaceutically acceptable salts thereof;
The 8-mercaptocyclodextrin desivative is highly sultable for use (n the reversal
of drug-induced neuromuscular block.
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DERIVADOS DE 6-MERCAPTO-CICLODEXTRINA:
AGENTES DE REVERSION PARA EL BLOQUEO NEUROMUSCULAR INDUCIDO
POR FARMACOS.

La invencién se refiere a derivados de 6-mercapto-
ciclodextrina, a su uso en la preparacién de un medicamento
para la reversién del bloqueo neuromuscular Jinducido por
fdrmacos, y 2 un kit para proporcionar bloqueo neuromuscular y
su reversion.

Un agente bloqueador neuromuscular (NMBA, también
llamado “"relajante muscular") se usa rutinariamente durante la
administracién de la anestesia para facilitar la intubacién
endotraqueal, y para permitir el acceso quirirgico a las
cavidades del cuerpo, en particular el abdomen y el térax, sin
obstrucciones por el movimiento muscular voluntario o reflejo.
Los NMBAs también se usan en el cuidado de paclentes
criticamente enfermos scmetidos a terapia intensiva, para
facilitar el acatamiento de la ventilacién mecénica cuando la
sedacién y la analgesia soclas han resultado inadecuadas, y
para impedir los violentos movimientos musculares asoclados
con el tratamiento de terapia electroconvulsiva.

En base a sus mecanismos de accién, los NMBAs se
dividen en dos categorias: despolarizantes Y no
despolarizantes. Los agentes bloqueadores neuromusculares
despolarizantes se unen a los receptores de acetilcolina
nicotinicos (nAChRs) en la unién neuromuscular, de una manera
similar al neurotransmisor endSgeno acetilcolina. Estimulan

una apertura inicial del canal iénico, produciendo



contracciones conocidas como fasciculaciones. 8in embargo,
debido a que estos f&rmacos son descompuestos s6lo en forma
relativamente Jlenta por 1las enzimas colinesterasas, en
comparacién con la muy rédpida hidrélisis de la acetilcolina
por las acetilcolinesterasas, quedan unidos por un periodo
mucho més largo que la acetilcolina, causando una persistente
despolarizacién de la placa del extremo y, por l¢ tanto, un
bloqueo neuromuscular. La succinilcolina (suxametonio) es el
ejemplo mads conocido de NMBA despolarizanta.

Los agentes bloqueadores neuromusculares no
despolarizantes compiten con la acetilcolina para unirse a los
NnAChRs del misculo pero, a diferencia de 1los NMBAs
despolarizantes, no activan el canal. Bloquean la activacioén
del canal por acetilcolina y asi impiden la despolarizacion de
la membrana celular y, como resultado, el misculo se vuelve
fléccido. La mayoria de los NMBAs clinicamente usados
pertenecen a la categoria no despolarizante. Estos incluyen
tubocurarina, atracurio, (cis)atracurio, mivacurio,
pancuronio, vecuronio, rocuronic y rapacuronio (Org 9487).

Al final de una cirugia o de un pericdo de cuidado
intensivo, frecuentemente se administra al paciente un agente
de reversién de los NMBAs para ayudar a la recuperacidn de la
funcidén muscular. Los agentes de reversidn miAs cominmente
usados son inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE), tales
como neostigmina, edrofonio y piridostigmina. Debido a que el
mecanismo de accidén de estos férmacos es aumentar el nivel de
acetilcolina en la unién neuromuscular . inhibiendo 1la
descomposicién de la acetilcolina, no son adecuados para la

reversién de los NMBAs despolarizantes tal como la



succinilcolina. El uso de inhibidores de AChE como agentes de
reversién lleva a problemas con la selectividad, debido a que
la neurotransmisién a todas las sinapsis (tanto sométicas como
auténomas) que involucran al neurotransmisor acetilcolina, es
potenciada por estos agentes. Esta falta de selectividad puede
llevar a muchos efectos secundarios debido a la activacidén no
selectiva de los receptores de acetilcolina muscarinicos y
nicotinicos, incluyendo bradicardia, hipotensién, salivacién
aumentada, nfusea, vOimitos, calambres abdominales, diarrea y
broncoconstricciédn. Por lo tanto en la préctica, estos agentes
pueden usarse solamente después de o0 junto con 1la
administracidén de atropina (o glicopirrolato), para
antagonizar los efectos muscarinicos de la acetilcolina en los
receptores muscarinicos en las uniones de neuroefectores
parasimpdticos autdénomos (por ejemplo el corazén). El uso de
un antagonista de receptor de acetilcolina muscarinico
(mAChR), tal como atropina, causa un nimero de efectos
secundarios, por ejemplo taquicardia, boca seca, visién
borrosa, dificultades para vaciar la vejiga y ademés puede
afectar la conduccidn cardiaca.

Otro problema con los agentes anticolinesterasas es
que debe haber presente una actividad neuromuscular residual
(>10% de actividad de espasmos) para permitir la répida
recuperacién de la funcién neuromuscular. Ocasionalmente, ya
sea debido a hipersensibilidad del paciente o sobredosis
accidental, la administracién de NMBAs puede causar un blogueo
completo y prolongado de la funcidn neuromuscular ("blogqueo
profundo”). Actﬁalmante, no hay un tratamiento confiable para

revertir este "bloqueo profundo"”. Los intentos por superar un

-



"blogqueo profundo” con altas dosis de inhibidores de AChE
tienen el riesgo de inducir una “crisis colinérgica", que da
como resultado una amplia gama de sintomas relacionados con la
estimulacién aumentada de los receptores muscarinicos vy
nicotinicos.

En la solicitud de patente eurcopea 99.306.411 (AKZO
NOBEL N.V.), se divulga el uso de quelantes (o secuestiantes)
quimicos como agentes de reversién. Se describen dquelantes
quimicos capaces de formar un complejo de asociado ("guest™)-
huésped para 1la fabricacion de un medicamento para 1la
reversion del bloqueo neuromuscular inducido por fé&rmacos. El
usc de quelantes quimicos como agentes de reversidén para NMBAs
tiene la ventaja de que son eficaces para revertir la accién
de los NMBAs tanto despolarizantes como no despolarizantes. Su
uso no aumenta el nivel de acetilcolina y, por lo tanto,
producen menos efectos secundarios y ninguno asociado con la
estimulacién de los receptores muscarinicos y nicotinicos que
8e observa con los agentes de reversién para AChE. Ademés, no
hay necesidad del uso combinado de un inhibidor de AChE y un
antagonista de mAChR (por ejemplo, atropina), en tanto gue los
quelantes quimicos pueden ademiés ser empleados en forma segura
para la reversidn del "bloqueo profundo". Ejemplos de estos
quelantes quimicos, descritos en la patente europea EP
99.306.411, fueron seleccionadas entre diversas clases de
compuestos orgénicos, en su mayoria ciclicos, que son
conocidos por su capacidad para formar complejos de inclusidn
con diversos compuestos orgénicos en solucién acuosa, por

ejemplo oligosacéridos ciclicos, ciclofanos, péptidos

ae
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ciclicos, calixarenos, éteres coronados y éteres aza

C ronados.

Las ciclodextrinas,

CHz0H
H H
OH H
o
H OH

una clase de moléculas ciclicas que contienen seis o mnés
unidades de a-D-glucopiranosa unidas en las posiciones 1,4
por enlaces a como en la amilosa, y sus derivados, fueron
identificadas en la patente EP 99.306.411 como particularmente
litiles en la reversién de muchos de los agentes bloqueadores
neuromusculares o relajantes musculares cominmente usados,
tales camo rocuronio, pancuronio, vecuronio, rapacuronio,
mivacurio, atracurio, (cis)atracurio, succinilcolina Y
tubocurarina,

Se ha encontrado ahora que los derivados de 6-

merxcapto-ciclodextrina que tienen la férmula general I:

CHa0H
H H CHz—S—R— X
OH H H H
0 OH H 4——‘
HoOh - m n

Férmula I

ﬂ.
¢1



donde m es 0-7, nes 1-8, m+n = 7 u §;

X es COOH, OH, 6 CONHCH3;

R es (Ci-g)alquileno & (CH2)o-fenileno-(CH2)p;

O, P son independientemente 0-4;

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos;

son altamente activos in vivo en la reversidn de la accién de

los agentes bloqueadores neuromusculares.

No se busca proteccidédn per se para los siguientes
derivados de 6-mercapto-ciclodextrina:
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)-p-ciclodextrina y
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)-y-ciclodextrina, que
estén descritos por Ling, C. y Darcy, R. {J. Chem. Soc. Chem
Comm. 1993, (2), 203-205);
6-mono-deoxi-6-mono-(2-hidroxietiltio)}-p-ciclodextrina, que
estd descrito por Fujita, K. y colaboradores (Tetr. Letters
21, 1541-1544, 1980);
6-per-deoxi-6-per-(carboximetiltio)-p-ciclodextrina, que esté
descrito por Guillo, F. y colaboradores (Bull. Chem. Soc.
Chim. Fr. 132 (8), 857-866, 1995);
6-mono-deoxi-6-mono-(carboximetiltio)-B-ciclodextrina, que
estd descrito por Akiike, T. y colaboradores (Chem. Lett. 1994
(6), 1089-1092);
6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis[ (o-carboxifenil)tio]-p-ciclodextrina y
6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis(carboximetiltiol)-p-ciclodextrina, que
estén descritos por Tubashi, I. y colaboradores (J. Am. Chem.
Soc. 108, 4514-4518, 19486.



Estos derivados de 6-mercapto-ciclodextrina del arte
previo han sido descritos en relacién con diferentes
utilid#&es en cada caso.

Sin embargo, los derivados de 6-marcapto-
ciclodextrina mencionados més arriba si pertenecen al aspecto
principal de la presente invencidén, que se refiere al uso de
un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de acuerdo con la
férmula general I, para la fabricacién de un medicamento para
la reversién del blogqueo neuromuscular inducido por férmacos.

El término (Ci-glalquileno, como se usa en la
definicién de la férmula I, significa un radical carbonado
bivalente de cadena 1lineal o ramificada que contiene 1-6
&tomos de carbono, tal como metileno, etileno (1,2-
etanodiilo), propileno (l-metil-1l,2-etanodiilo), 1,3-propano-
diilo, 1,4-butanodiilo, 1,5-pentanodiilo y 1,6-hexanodiilo.

El término fenileno significa una porcién bivalente
cuyas valencias 1libres pueden estar colocadas, una con
respecto a la otra, en posicién orto, meta o para.

Los compuestos de acuerdo con la fé6rmula I donde n+m
es 7 son derivados de P-ciclodextrina, aquéllos donde n+m es 8
son derivados de y-ciclodextrina.

Son preferidos los derivados de 6-mercapto-
ciclodextrina donde X es COOH, o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

M&s preferidos son los derivados de 6-mercapto-y-
ciclodextrina de férmula I donde n es 8, R es (Cj-g)alquilenc
Yy X es COOH.



Los derivados de 6-mercapto-y-ciclodextrina de
férmula I pueden prepararse haciendo reaccionar un derivado de
Y-ciclodextrina C6-activado de férmula II con un alquiltiol,

arilalquiltiol o ariltiol, en presencia de una base inorgénica

u orgénica.

FOSrmula II

donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u 8, e Y es un grupo
saliente que puede ser un haluro (Cl, Br 6 I), éster sulfiric

o una funcidén éster sulfénico.

A la inversa, 1loa derivados de G6-mercapto-y-
ciclodextrina de f6rmula I también pueden prepararse haclendo
reaccionar un derivado de 6-tiol y-ciclodextrina de férmula
IIT con un agente alquilante, por ejemplo alquil haluro,
arilalquil haluro, alquil sulfonato, arilalquil sulfonato,
etc., o un reactivoe que contiene un doble enlace, por ejemplo
vinil alcano, acrilato, etc., o un epdxido en presencia de una

base inorgidnica u orgénica.



Hy - SH
H H
m o” N
H OH
Formula III

donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u 8.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los
derivados de 6-mercapto-ciclodextrina de férmula I, donde X
representa el grupo #écido carboxilico COOH, pueden obtenerse
tratando el &cido\ con una base orgénica o una base mineral,
tal como hidréxido de sodio, de potasio o de litio.

Los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina para el
uso en la invencién son administrados parenteralmente. La via
de inyeccién puede ser intravenosa, subcutédnea, intradérmica,
intramuscular o intra-arterial. La via intravencsa es la
preferida. La dosis exacta que serd usada necesariamente seré
dependiente de las necesidades del sujeto individual a gqguien
el medicamento estd siendo administrado, el grado de actividad
muscular que debe ser restablecida y el criterio del
anestesista/especialista en cuidado de enfermos criticos. la
aplicacién extracorporal de los quelantes quimicos de 1la
invencién, por ejemplo mezclando el quelante quimico con 1la
sangre durante la didlisis o durante la plasmaféresis, también

estd4 contemplada.
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En otro aspecto, la invenciédn se refiere a un kit
para proporcionar bloqueoc neuromuscular y su reversidn gque
comprende (a) un agente bloqueador neuromuscular, y (b) un
derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de acuerdo con la férmula

general I, capaz de formar un complejo de tipo asociado

("guest")-huésped con el agente blogqueador neuromuscular. Un

kit de acuerdo con la invencién significa una formulacién que

contiene preparaciones farmacéuticas separadas, esto es el
[ e E L
agente bloqueador neuromuscular y un derivado de 6-mercapto-

ciclodextrina de f6rmula I, o sea el agente de reversién. Los

componentes de este kit de partes deben ser usados

secuenclialmente, o sea el agente blogueador neuromuscular es

administrado a un sujeto que lo necesita, lo que va segquido,

en un punto del tiempo en que se requiere el restablecimiento
--—--’-—---—

de la funcidén muscular, por la administracidén del agente de

reversién, o sea un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de la

presente invencién.

am———

Un kit preferidoc de acuerdo con 1la Iinvencidn
contiene un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de férmula I
y un agente bloqueador neuromuscular que se selecciona del
grupo consistente en rocuronio, vecuronio, pancuronio,
rapacuronio, mivacurio, atracurio, (cis)atracurio,
tubocurarina y suxametonio. Un kit particularmente preferido
de la invencién comprende rocuronio como el agente bloqueador
neuromuscular.

Mezclado con auxjiliares farmacéuticamente adecuados
Y liquidos farmacéuticamente adecuados, por ejemplo como =me
describe en la referencia esténdar Gennaro y colaboradores,

Remington's Pharmaceutical Sciences, (18a Ed., Mack Publishing

R
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Company, 1990, Parte B: Pharmaceutical Preparations and Their
Manufacture; ver especialmente Capitulo 84 sobre
"Preparaciones parenterales", pp. 1545-1569; y Capitulo 85
sobre "Mezclas intravenosas", pp. 1570-1580), los derivados de
6-mercapto-ciclodextrina pueden ser aplicados en la forma de
una solucién, por ejemplo para el uso como una preparacién
inyectable.

Alternativamente, la composicidon farmacéutica puede
ser presentada en contenedores de dosis unitaria o multi-
dosis, por ejemplo frascos sellados y ampollas, y puede ser
almacenada en una condicién secada por congelacidn
(liofilizada) requiriendo s6lo la adicién del vehiculo liquido
egtéril, por ejemplo agua, antes del uso.

La invencién ademés incluye una formulacidn
farmacéutica, como se describié anteriormente, en combinacién
con un material de envase adecuado para dicha composicién,
dicho material de envase incluyendo instrucciones para el uso

de la composicién descrito anteriormente.

La invencién se ilustra en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
6-Mono-deoxi-6-mono-(4-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

s6dica
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A un matraz de fondo redondo que contenia piridina
(120 ml), se agregd y-ciclodextrina seca (2,0 g, 1,54 mmol)
bajo nitrdgeno a temperatura ambiente. Después de la
disolucién, se agregdé 2-naftalenosulfonil cloruro (1,05 g,
4,64 mmoles) en piridina (20 ml), y la mezcla fue agitada por
24 horas, extinguida con aqua (50 ml) y evaporada a sequedad
para dejar 6-mono-0-(2'-naftalenosulfonil)-y-ciclodextrina
cruda.

Hidruro de sodio (0,38q, 15,83 mmoles) fue
suspendido en dimetilformamida seca (20 ml). Enseguida se
agraegé &cido 4-mercaptobenzoico (0,7 g, 4,55 mmoles) a la
suspensién y la mezcla resultante fue agitada por 20 minutos.
Se agregd y-ciclodextrina nosilato (3,2q, 2,12 mmoles) a la
mezcla y la reaccidn fue calentada a 100°C por 90 minutos.
Después de enfriar, se agregé acetona para precipitar un
86l1ido, que fue reprecipitado en agua/acetona. Luego, esto
fue disuelto en agua (20ml), el pH fue ajustado a 7,0
afiadiendo 4&cido clorhidrico 2N, y ensegulda se sometid a
cromatografia en una columna Sephadex DEAE A-25. Las
fracciones apropiadas fueron combinadas, dializadas y luego

precipitadas dos veces en agua/acetona, para dar 400 mg del
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compuesto del titulo. lH NMR en DMSO & 7,4 a 7,8 (ArH), 5,0 a
5,2 (8 H), 4,13 (1 H), 3,7 a 4,0 (29 H), 3,7 a 3,4 (17 H),
3,25 (1 H) ppm. 13c NMR en DMSO 5 129,9 y 127,5 (ArC), 103,3
y 102,9 (C1l y c1'), 85,0 (C 4'), 81,6 (C 4), 73,8 (C 3), 73,5
(c 2), 72,2 (C 5), 70,8 (C 5'), 60,6 (C 6), 34,3 (C 6') ppm.
Electrorrocio Ms [M+H]* = 1.455,7 y [M+Na]t = 1.477,7.

Ejemplo 2

6-Mono-deoxl-6-mono-(2-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

sbdica

Hidruro de sodio (al 60% disperso en aceite, 0,18 ¢,
4,5 mmoles) fue agregado a é&cldo tiosalicilico (0,34 g, 2,2
mmoles) en DMF (25 ml) en una porcién, y se agito a
temperatura ambiente por 30 minutos. Ensequida, a esto se
agregé la solucién cruda de 6-mono-0-(2'-naftalenosulfonil)-y-
ciclodextrina (2,5 g, 1,45 mmol) en DMF (15 ml) y se calentd a
70°C durante 24 horas. La mezcla fue enfriada y extinguida con
agua (20 ml) antes de evaporar a sequedad. Luego se agregd
agua al residuo, y la solucién resultante fue vertida en

acetona (250 ml) para efectuar la precipitacidén. El1 sdlido

2
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resultante fue recolectado por filtracién y disuelto en agua
(10 ml) antes de pasarlo a través de una columna Sephadex
DEAE A-25, eluyendo con agua y luego con NaOH 0,2 N. Las
fracciones que contenian el producto fueron combinadas y
evaporadas hasta un pequefio volumen y dializadas (MWCO 1000),
cambiando el agua externa cuatro veces. La solucién interna
fue evaporada hasta un pequefio volumen y vertida en acetona
(100 ml). El s6lido fue recolectado por filtracién y secado al
vacio a 70°C, para dejar el compuesto del titulo (235 mg) como
un s6lido blanco. lH NMR (Dz0) & 7,50-7,10 (4 H, m, Ar-H),
5,14 (8 H, m, CyD 1-H), 4,16 (1 H, m, CyD 5-H), 3,98-3,85 (26
H, m, CyD 3,5,2,4-H), 3,70-3,61 (20 H, m, CyD 2,3,4,6~-H), 3,15
(1 K, m, CyD 6-H) ppm; Electrorrocio m/z 1.477,6 para
[M+Na]¥, calculado para Cs5Hg3NaOq1S M 1.455,304.

Ejemplo 3

6-Per-deoxi-6-per-(3-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

sddica

%
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Trifenilfosfina (30,1 g, 15 eq) fue disuelta con
agitacién en DMF seca (160 ml). A esto se agregé yodo (30,5 g,
15,6 eq) en 10 minutos, con desprendimiento de calor.
Ensequida se agregd y-ciclodextrina seca (10 g, 7,7 mmoles) Yy
la mezcla se calentd a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejd
enfriar, se le agregé metéxido de sodio (3,1 g de sodic en 50
ml de metanol) y la mezcla fue agitada por 30 minutos, antes
de verterla en metanol (800 ml) y evaporar a sequedad. Al
residuo se agregé agua (500 ml) y el sélido fue recolectado
por filtracién y lavado con agua (3x100 ml) y luego acetona
(3x100 ml) y secado al vacio a 70°C, para dar 6-per-deoxi-6-
per-yodo-y-ciclodextrina como un 8blido de color amarillo
(16,2 g), gque fue usado sin mayor purificacién.

A una solucién de &cido 3-mercaptobenzoico (1,0 g,
10 eg) en DMF (30 ml), se agregd hidruro de sodic al 60%
disperso en aceite (476 mg, 22 eq) en porcicnes durante 30
minutos. La mezcla fue enfriada y se le agregd 6-per-deoxi-6-
per-yodo-y-ciclodextrina (1,4 g) en DMF (30 ml). Luego, la
mezcla fue agitada a 70°C por 24 horas. La mezcla se dejd
enfriar hasta temperatura amblente y fue extinguida con la
adicién de agua (20 ml), antes de evaporar hasta un pequeilo
volumen. La solucidén fue vertida en acetona (500 ml) y el
precipitado fue recolectado por filtracién, disuelto en agua
(20 ml) y dializado (MWCO 1000), cambiando el agua externa
cuatro veces. La solucidén interna fue evaporada hasta un
pequeilo volumen y vertida en acetona (250 ml). El1 precipitado
s6lido fue recolectado por filtracién y secado al vacic a 70°C
para dar el compuesto del titulo (1,45 g) como un s8délido
blanco: 1B MR (D20) § 7,77 (8 H, br s, Ar-H), 7,55 (8 H, 4, J
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= 6,0 Hz, Ar-H), 7,71 (16 H, m, Ar-H), 5,16 (8 H, s, CyD 1-H),
4,00-3,94 (16 H, m, CyD 3,5-H), 3,58-3,53 (16 H, m, CyD 4,2;
H), 3,43-3,40 (8 H, m, CyD 6-H), 3,24-3,20 (8 H, m, CyD 6-H);
Electrorrocio m/z 1.190,6 para [H-BNa+6H]2', calculado para
C104H104NagO4pSg M 2.562,39.

Ejemplo 4

6-Per-deoxi-6-per-(2-carboxietil)tio-y-ciclodextrina, sal

sédica

CO,Na

Acido 3-mercaptopropiénico (1,22 ml, 14,0 mmoles)
fue disuelto en DMF seca (45 ml) bajo N2 a temperatura
ambiente. A esta solucién se agregdé, en tres porciones,
hidruro de sodio (1,23 g, 30,8 mmoles, al 60%) y la mezcla fue
agitada por 30 minutos més. A esta mezcla se agregl enseguida
gota a gota una solucién de 6-per-deoxi-6-per-yodo-y-
ciclodextrina (3,12 g, 1,40 mmol) en 435 ml de DMF seca.
Después de la adicién, la mezcla de reaccién fue calentada a
70°C por 12 horas. Después de enfriar, se agregd agua (10 ml)
a la mezcla, y el volumen fue reducido a 40 ml al vacio, a lo
cual se agregd etanol (250 ml), causando la precipitacién. El

precipitado sdlido fue recolectado por filtracidén y dializado
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por 36 horas. Luego, @l volumen fue reducido a 20 ml al
vacio. A esto se agregd etanol, y el precipitadc fue
recolectado por filtracién y secado para dar el compuesto del
titulo como un sélido blanco (1,3 g, 43%). lH-NMR D20 & 2,47-
2,51 (m, 16H); 2,84-2,88 (m, 16H); 3,00-3,02 (t, BH); 3,11-
3,14 (t, 8H); 3,62-3,68 (m, 16H); 3,92-3,97 (m, BH); 4,04-4,06
(m, 8H); 5,19 (m, 8H) ppm. MS FIA +ion a 2.024,9 m/=.

Efemplo 5

6-Per-deoxi-6-per-{5-carboxipentilitio-y-ciclodextrina, sal

sédica

El compuesto del titulo se prepar5 de manera similar
a la descrita en el Ejemplo 4, haciendo reaccionar &cido 6-
mercaptohexanoico (1,34 g, 0,90 mmol) con 6-per-deoxi-6-per-
yodo-y-ciclodextrina. lH-NMR D20 & 1,40 (s, 16H); 1,57-1,64
(m, 32H); 2,17-2,21 (m, 16H); 2,67-3,00 {(m, 16H); 2,85-2,90
(m, BH); 3,15-3,20 (m, BH); 3,52-3,59 (m, BH); 3,60-3,63 (m,
8H); 3,87-3,93 (m, 1l6H); 5,16 (s, B8H) ppm. MS FIA +iones a
2.362,2, 2.213, 2.065 y 1.919 m/z.

-
p

-

"
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Edemplo 6

6-Per-deoxi-~6-per-(3-carboxipropil)tio-y-ciclodextrina, sal

s&dica

Hy A

El compuesto del titulo se preparé de manera similar a la
descrita en el Ejemplo 4, haciendo reaccionar &cido 4-
mercaptobutirico (1,10 g, 0,009 mol) con 6-per-deoxi-6-per-
yodo-y-ciclodextrina. lH-NMR D20 & 1,87-1,88 (m, 16H); 2,27-
2,30 (m, 16H); 2,67-2,71 (m, 1l6H); 2,98-3,00 (m, BH); 3,13-
3,16 (m, 8H); 3,61-3,63 (m, 16H); 3,94-4,03 (m, 16H); 5,21 (s,
8H) ppm. MS FIA +ion a 2.138,8 m/=z.

E lo 7

6-Per-deoxi-6-per-carboximetiltio-y-ciclodextrina, sal sbdica

/B 0N

|
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Hidruro de sodio (dispersién al 60%, 0,34g, 8,60
mmoles) fue agregadc a una solucién agitada de 2-mercapto-
acetato de etilo (0,92ml, 8,40 mmoles) en DMF (20 ml), bajo
nitrégeno a temperatura ambiente. Una vez que cesf6 la
efervescencia (15 minutos), se agregé al sistema per-6-deoxi-
per-6-yodo-y-ciclodextrina (2,179, 1,00 mmol). Después de 5
minutos més, la temperatura fue elevada a 70°C y la reaccién
se dejé con agitacién por 17 horas. Después de enfriar, la
DMF fue removida al vacio. Se agreqé metanol (50 ml) y un
8dlido blanco cremoso cristalizé lentamente de la solucién.
Este fue filtrado bajo succién, lavado con metanol y secado,
para dar 6-per-deoxi-6-per-carbetoximetiltio-y-ciclodextrina
como un s8b6lido (1,74 g, 82%). Sg(d6-DMBO) 4,95-4,85 (8H, m, 8
x CH anomérico), 4,05 (16H, q, 8 x CH2CH3), 3,85-3,75 (8H, m),
3,60-3,50 (8H, m), 3,40-3,20 (32H, bs, B x CH2SCH3z), 3,20-3,10
(6H, m), 2,95-2,85 (8H, m), 1,20 (24H, t, 8 x CH2CH3).

A una solucién 1M de hidréxido de sodio (7 ml), se
agregd 6-per-deoxi-6-per-carbetoximetiltio~-y-ciclodextrina
(1,00 g, 0,47 mmol), y la reacciédn me dejé agitando a
temperatura ambiente. Después de 1B horas, la solucion clara
fue dializada por 8 horas, reemplazdndose el agua (2 L) cada 2
horas. Después de este tiempo, el contenido de la tuberia de
didlisis fue vaciado en un matraz, y el agua fue evaporada al
vacio dando el compuesto del titulo como un sélido blanco
(0,62 g, 64%). dy(D20) 5,21 (8H, d, 8 x CH anomérico), 4,18-
4,05 (8H, m), 4,00 (BH, ad), 3,789 (8H, ad), 3,70 (8H, dd),
3,40 (16H, dd), 3,20 (8H, d), 3,02 (8H, dd). &¢c(D20) 178,1,
i01,6, 82,8, 73,0, 72,7, 71,8, 39,0, 34,1 LC/M8 TOF 1.889 m/sz.

i

> v @

-
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Ejemplo 8
6-Per-deoxi-6-per-{4-carboxifenil)tio-y-ciclodextrina, sal

gbédica

A una solucién de &cido 4-mercaptobenzoico (856 mg)
en DMF (30 ml), se agregé hidruro de sodio al 60% disperso en
aceite (372 mg), en porciones durante 30 minutos. La mezcla
fue enfriada y se le agregé per-6-bromo-y-ciclodextrina (1,0
g) en una porcién, y la mezcla fue agitada a 70°C por 24
horas. La mezcla se dejdé enfriar hasta temperatura amblente y
fue extinguida con la adicién de agua (20 ml), antes de
evaporar hasta un pequefio volumen. La solucién fue vertida en
etanol (250 ml) y el precipitado fue recolectadc por
filtracién, disuelto en agua (20 ml) y dializado (MWCO 1000),
cambiando el agua externa cuatro veces. La solucién interna
fue evaporada hasta un pequefioc volumen y vertida en acetona
(250 ml). El1 precipitado sélido fue recolectado por filtracién
y secado al vacio a 70°C, para dar el compuesto del titulo
(1,2 g) como un sélido blanco. lH KMR (D30, 343K) & 7,70 (16
R, d, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,23 (16 H, d, J = 7,3 Hz, Ar-H),
5,15 (8 H, s, CyD 1-H), 4,00-3,96 (16 H, m, CyD 3,5-H), 3,55-
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3,53 (24 H, m, CyD 6',4,2-H), 3,15 (8 H, m, CyD 6-H); MALDI-

TOF n/z 2.383,7 para [M-Nag+Hg], calculado para
C104H104NagO4gSg M 2.562,139.

Ejemplo 9

6-Per-deoxli-6-per-(4-carboximetilfenil)tio—y-ciclodextrina

sal sédica

A una solucién de &cido 4-mercaptofenilacético (10
eq) en DMF (50 ml), se agregdé hidruro de sodio al 60% en
aceite (22 eq), en porciones durante 30 minutos. La mezcla fue
enfriada y se le agregé per-6-bromo-y-ciclodextrina (1,0 g) en
una porcidén, y la mezcla fue agitada a 70°C por 24 horas. La
mezcla se dejd enfriar hasta temperatura ambiente y fue
extinguida con la adicién de agua (20 ml), antes de evaporar
hasta un pequeifio volumen. Luego, la-solucién fue vertida en
acetona (250 ml) y el precipitado fue recolectado por
filtracién, suspendido en agua (20 ml) y dializado (MWCO
1000), cambiando el agua externa cuatro veces. La solucidn
interna fue evaporada hasta un pequefio volumen y vertida en

acetona (250 ml). El precipitado sdélido fue recolectado por
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filtracién y secado al vacio a 70°C, para dar el compuesto del
titulo (1,44 g) como un sélido blanco. lH KMR (D20, 343K) &
7,15 (16 H, d, J = B,0 Hz, Ar-H), 6,99 (16 K, d, J = 8,0 Hz,
Ar-H), 4,98 (8 H, s, CyD 1-H), 3,90-3,72 (16 H, m, CyD 3,5-H),
3,51-3,43 (16 H, m, CyD 4,2-H), 3,28 (24 H, m, CHa-Ar, CyD 6'-
H), 3,15-3,10 (1 H, m, CyD 6-H); MALDI-TOF m/z 2.495,8 para
[M-Nag+Hg], calculado para Cjj]z2H120NagOs88g M 2.674,6.

Eiemplo 10
Reversidn del bloqueo neuromuscular en cobayos anestesiados in
vivo. |

Cobayos Dunkin-Hartley machos (peso corporal: 600-
900 g) fueron anestesiados por administracién i.p. de 10 mg/kg
de pentobarbitona y 1.000 mg/kg de uretano. Después de la
traqueotomia, los animales fueron ventilados artificialmente
usando un ventilador para animales pequefios Harvard. Se colocé
un catéter en la arteria carédtida para el monitoreo continu
de la presién sanguinea arterial y la toma de muestras de
sangre para el anilisis de los gases sanguineos. El pulso del
corazén fue derivado de la peflal de presién sanquinea. El
nervio ciatico fue estimulado (pulsaciones rectangulares de
0,5 ms de duracién a intervalos de 10 s (0,1 Hz) a un voltaje
supramiximo, usando un Estimulador Grass 588), y la fuerza de
las contracciones de M. gastrocnemius se midié usando un
transductor de fuerza-desplazamiento Grass FTO03. Se
registraron las contracciones, presién sanguinea y pulso en
una grabadora multicanales Grass 7D. Se colocaron catéteres
en ambas venas yugqulares. Un catéter fue usado para la

infusién continua de un agente bloqueador neuromuscular. La

¥
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velocidad de infusién del agente bloqueador neuromuscular fue
aumentada hasta que se obtuvo un bloqueo de estado estable de
85-90%. El otro catéter fue usado para la administracién de
dosis crecientes del agente de reversién. Durante la infusidn
continua del agente blogueador neuromuscular, se administraron
dosis idnicas de concentracién creciente del agente de
reversién. Al final del experimento, la fuerza medida de las
contracciones musculares fue graficada contra la concentracién
del agente de reversién, y usando técnicas de apélisis de
regresidén, se calculd la concentracién para 50% de reversidn.
Los resultados de la reversién del ©bloqueo
neuromuscular inducido por el relajante muscular bromuro de
rocuronio (Roc), por los derivados de 6-mercapto-ciclodextrina
de los Ejemplos 1-9, se presentan en la Tabla I. Para
comparacién, se incluyen también las actividades de reversidén

de loB compuestos padres, P-ciclodextrina y y-ciclodextrina.
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3%
TABLA I

Dosis (EDs, umolkg') que produce el 50% do reversion del bloqueo

neuromuscular de estado estable en cobayos anestesiados, y concentracién a ia
reversion méxima.

Compuesto EDx reveraién méx a
“mol_m“ conc.

(umol.kg)

y-ciclodextring (y-CD ) 4

p-ciciodextrina (B-CD) 20

68-mono-deoxi-8-mono-(4-carboxifeniltio-y- 0.94 102 (8,0)

ciclodaxtrina, sal sédica (Ejemplo 1)

8-mono-decxd-8-mono-(2-carbaxifeniltio-y- 1,30 83 (11)

ciclodextrina (Ejempio 2)

6-per-decx-8-per-(3-carboxifenil)tio-y-ciclodexdrina 028 102 (1,28)

(Ejempio 3)

8-per-deaxi-8-per-(2-carboxietiNtio-y-ciclodexdrina, sal 0,09 97 (0,53)

sédica (EJemplo 4)

6-per-decxd-6-per-(5-carboxipentilitio-y-ciclodextrina, 0,74 78 (2.5)

sal sddica (Ejemplo 5)

6-per-deoxi-8-per-(3-carbaxipropil)tio-y-ciciodexirina, 0,00 108 0.48) |

sal sédica (Ejemplo 6)

6-per-deaxi-8-per-carboximetiitio-y-ciclodextrina, sal 0,21 88 (192

sidica (Ejemplo 7) :

8-per-daoxi-8-per-(4-carboxifeniltio-y-ciciodaxirina, ~ 0,10 85 (0,48)

sal s6dica (Ejempio 8)

8-per-deox-8-per-(4-carboxifeniimetiftio-y- 0,13 100 (0,50)

ciclodextrina, sal sédica (Ejempio 8)
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REIVINDICACIONES

l. Un derivado de §6-mercapto-ciclodextrina que

tiene la férmula general I:

CHZOH

CHz—~S—R-X
H H
OH H/ N

H OH n

Férmula I
donde m es 0-7, n es 1-8, m+n = 7 u B;
X es COOH u OH;
R es (Ci-g)alquileno & (CH2)o-fenileno-(CH2)p:
o, p son independientemente 0-4;
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo;
con la exclusién de
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltioc)-p-ciclodextrina;
6-mono-deoxi-6-mono-(2-hidroxietiltio)-f-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(2-hidroxietiltio)~y-ciclodextrina;
6-per-deoxi-6-per-(carhoximetiltio)-f-ciclodextrina;
6-mono-deoxi-6-mono-~(carboximetiltio)-pf-ciclodextrina;
6A,6B-dideoxi~6A,6B-bis([(o-carboxifenil)tio]-B-ciclodextrina;
Y 6A,6B-dideoxi-6A,6B-bis(carboximetiltiol)-B-ciclodextrina.



2. El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con la formula general I de la reivindicaci6én 1, donde

X es CODH.

3. El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de
acuerdo con la férmula general I de la reivindicacién 1, donde

X e8 COOH; mes 0; nes B; R es (Cj-g)alquileno.

4. El wuso de un derivado de G6-mercapto-
ciclodextrina de acuerdo con la férmula general I de 1la
reivindicacién 1 para la fabricacién de un medicamento para la

reversion del bloqueo neuromuscular inducido por férmacos.

S. Un kit para proporcionar bloquec neuromuscular
Y 8u reversién que comprende (a) un agente blogqueador
neuromuscular, y (b) un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina

de acuerdo con la férmula general I de la reivindicacién 1.

6. El kit de acuerdo con la reivindicacién 35,
donde el agente bloqueador neuromuscular se selecciona del
grup6 consistente en rocuronio, vecuronio, pancuronio,
rapacuronio, mivacurio, (cis)atracurio, tubocurarina b 4

suxametonio.

7. El kit de acuerdo con la reivindicacién 6,

donde el agente bloqueador neuromuscular es rocuronio.

8. Un método para 1la reversidn del blogueo

neuromuscular Iinducido por férmacos en un paclente, que

AV
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comprende administrar parenteralmente a dicho paciente una

cantidad eficaz de un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina de

acuerdo con la fSrmula general I de la reivindicacidn 1.
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802.341Pr

Resumen

Se describe un derivado de 6-mercapto-ciclodextrina

que tiene la férmula general I:

CHa0H
H H CHz—S—R-X
0
OH H 4 "
H OH
m H OH n
Formula I

donde m es 0-7, nes 1-8, m+tn = 7 u 8;
X es COOH u OH;
R es (Cj-g)alquileno 6 (CH2)o-fenileno-(CH2)p;
o, p son independientemente 0-4;
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
El derivado de 6-mercapto-ciclodextrina es muy
adecuado para ser usado en la reversién del blogueo

neuromuscular inducido por férmacos.

A
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. Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisidn
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:
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