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ES 2 282705 T3

DESCRIPCION

Uso de derivados de dcido hidroxdmico para la preparaciéon de medicamentos antitumorales.

La presente invencion se refiere al uso de un derivado de dcido hidroxdmico que contiene un grupo amidobenzoico
seglin la reivindicacion 1 para la preparacion de medicamentos antitumorales.

Antecedentes tecnologicos
En el documento EP 901465 se describen derivados de dcido hidroxdmico que contienen un grupo amidobenzoico
como medicamentos potenciales con actividad anti-inflamatoria e inmunosupresora, atribuible a la inhibicién de la

produccion de citocinas proinflamatorias, en particular del factor de necrosis tumoral y de interleucina-1-beta.

Dichos derivados se representan por la siguiente férmula general (I)

| o

:>vw~«x NH— (CHy));— B — (CH,),—— CONR'
T )

o)

en la que
R’ es hidrégeno o alquilo(C,_4);

A es adamantilo o un resto mono-, bi- o tri- ciclico, que opcionalmente puede estar parcialmente o completamente
insaturado, puede contener uno o mas heterodtomos seleccionados entre el grupo constituido por N, Su O, y
opcionalmente sustituido con hidroxi, alcanoiloxi, amino primario, secundario o terciario, alquil(C,_,)amino,
mono- o di- alquil(C,_;)aminoalquilo(C,_,), halégeno, alquilo(C,_y), trialquil(C,_;)amonio-alquilo(C,_,).

~~~ esunacadena de 1 a 5 dtomos de carbono que opcionalmente contiene un doble enlace o un grupo NR’ en el
que R’ es como se ha definido anteriormente;

es hidrégeno o fenilo;

es un dtomo de oxigeno o un grupo NR’ en el que R’ es como se ha definido anteriormente o estd ausente;
r y m son independientemente 0, 1 6 2;
B es un fenileno o un anillo ciclohexileno;
Y es hidroxi o una cadena de aminoalquilo(C,_s) opcionalmente interrumpida por un d&tomo de oxigeno;
con la condicién de que un grupo triciclico como se define en A es fluorenilo sélo cuando, al mismo tiempo, X es
diferente de O e Y es diferente de hidroxi, a menos que dicho fluorenilo esté sustituido con un grupo trialquil(C,_,)
amonio alquilo(C,_y).

Compuestos preferidos de férmula (I) son aquellos en los que R’ es hidrégeno, A es fenilo opcionalmente sustituido

6 1- 6 2- naftilo, ciclohexilo, 1- 6 2- 1,2,3,4-tetrahidronaftilo, adamantilo, quinolinilo, isoquinolinilo, 1- 6 2- indenilo,

tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo.

Los mds preferidos son los compuestos (I) en los que A es fenilo 6 1- 6 2- naftilo, R es fenilo cuando A es fenilo o
es hidrégeno cuando A es 1- 6 2- naftilo.

Dichos compuestos se pueden preparar segin los procedimientos que se describen en el documento EP 901465.

Uesato, Shinichi y col. Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters (2002), 12(10), 1347-1349 describen que utili-
zando 4cido tranexdmico como material de partida, se sintetizé una serie de N-hidroxicarboxamidas a fin de buscar
nuevos inhibidores de histona desacetilasa (HDAC). La optimizacién adicional de la estructura que implica la susti-
tucién del grupo 1,4-ciclohexileno con el grupo 1,4-fenileno dio los inhibidores de HDAC prometedores que poseen
una arilamida biciclica terminal.

El documento WO01/38322 describe también compuestos y procedimientos para inhibir la actividad enzimética
de histona desacetilasa y para tratar enfermedades y estados de proliferacion celular.
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Breve descripcion del dibujo

La Figura 1 ilustra el efecto antitumoral de ITF 2357 midiendo la capacidad del compuesto para reducir el creci-
miento del melanoma murino B16-BL6.

Se ha descubierto ahora que el compuesto dcido 4-[(6-dietilaminometil)naft-2-ilmetiloxi-carbamoil |benzohi-dro-
xamico o una sal aceptable del mismo se puede usar para el tratamiento de neoplasias de diferente origen, en parti-
cular de melanomas, carcinomas de colon, pulmén y mama, neuroblastomas, sarcomas y diversas formas de leucemia
(eritroleucemia, leucemia promielocitica aguda), a dosis diarias tnicas o mdltiples que oscilan de 1 a 500 mg, de-
pendiendo de la enfermedad y de las caracteristicas farmacéuticas y toxicoldgicas del compuesto considerado, que se
pueden administrar como formulaciones adecuadas a través de via oral, parenteral o topica, por ejemplo a través de
perfusidn directa en el sitio de la lesion tumoral. Ademas, el compuesto segun la reivindicacién 1 se puede administrar
en combinacién con otros agentes antineopldsticos conocidos, segin los protocolos de poliquimioterapia.

La actividad del compuesto segtin la reivindicacién 1 se evidencid in vitro, sobre lineas de células tumorales
cultivadas e in vivo, sobre el modelo experimental del melanoma murino B16-BL6.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién con mayor detalle.
Ejemplo 1
Actividad in vitro

Se ensayd in vitro el efecto antitumoral del compuesto del ejemplo 12 del documento EP 901465, clorhidrato
de 4cido 4-[(6-dietilaminometil)naft-2-ilmetiloxicarbamoil]benzohidroxamico (ITF 2357), midiendo la capacidad del
compuesto para inhibir el crecimiento de lineas de células tumorales de diferente histotipo que derivan tanto de tumores
s6lidos como de tumores hematolégicos. Las lineas de células usadas fueron: A549 (carcinoma pulmonar), MDA-
MB435 (carcinoma de mama) y KG-1 (carcinoma mieloide).

Las células A549 y MDA-MB435 (cultivadas en medio de cultivo E-MEM y D-MEM respectivamente, suplemen-
tados con 10% de suero fetal de ternero) se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano (5000 células/pocillo)
y se dejaron adherir durante 4 horas a 37°C en atmésfera de CO, al 5%. A continuacion se afiadi6 ITF 2357 a diversas
dosis a cada pocillo (4 replicados). Después de 36 horas adicionales, se afiadi6 timidina tritiada (1 uCi/pocillo) a cada
pocillo y se dej6 en el mismo durante las 12 horas siguientes. Después de este tiempo, se lavaron las células 3 veces
con medio de cultivo y se solubilizaron luego con NaOH 1N durante 30 minutos.

Se usé un contador beta de centelleo liquido para la medicién de la radiactividad contenida en cada muestra que es
directamente proporcional a la sintesis de ADN y por lo tanto a la proliferacién celular. Se sembraron células KG-1,
cultivadas en medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con suero fetal de ternero al 5%, en placas de 96 pocillos de
fondo plano (250000 células/pocillo). Se afiadié inmediatamente ITF 2357 a diversas dosis y después de 36 horas se
afiadi6 timidina tritiada a cada pocillo (1 uCi/pocillo) y se dejé en el mismo durante las 12 horas siguientes. Al final se
recogieron las células por medio de un colector de células y se midi6 la radiactividad contenida en cada muestra, que
es directamente proporcional a la sintesis de ADN y por lo tanto a la proliferacién celular, por medio de un contador
beta de centelleo liquido.

Se midio el efecto de diferentes dosis de ITF 2357 como porcentaje de inhibicién de incorporacion de radiactividad
en comparacion con células de control sin tratar. Luego se determiné la concentracion capaz de inducir un 50% de
inhibicién de crecimiento de células (ICsy) por medio de regresion lineal.

Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Linea de células A549 MDA-MB435 KG-1

IC5y(nM) 495 73 552

Los resultados obtenidos muestran que ITF 2357 inhibe in vitro, a dosificaciones muy bajas (intervalo 10-9M),
el crecimiento de las lineas de células empleadas. ITF 2357 inhibe en particular el crecimiento de celular tanto de
células de tumores so6lidos (A549 y MDA-MB435) como de leucemias (KG-1), lo que sugiere por lo tanto su uso
sobre tumores de diferente histotipo.

Ejemplo 2
Actividad in vitro

Se usaron lineas de células derivadas de tumores humanos sélidos de diferente histotipo y estabilizadas in vitro en
el siguiente experimento. En particular, se estudiaron tres lineas de células de tumores de cabeza y cuello (KB, Cal27
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y Hep2), dos lineas de células derivadas de carcinomas de colon (HT-29 y LoVo) y cuatro lineas de células derivadas
de melanomas (Colo38, Pes41, Pes43 y Anad).

Las células se cultivaron segtin procedimientos convencionales en matraces que contenian medio de cultivo sintéti-
co al que se habia afiadido suero fetal, a 37°C en atmésfera de CO, al 5%, luego se sembraron en placas de 96 pocillos
y se dejaron adherir durante algunas horas. Se afiadié ITF 2357 por triplicado a dosis crecientes a cada pocillo y se
incubaron las células durante 72 horas adicionales. Las células viables se marcaron por tinciéon con sulforrodamina
B y se determiné su cantidad por evaluacién espectrofotométrica del contenido de tinte en cada pocillo. El efecto de
ITF 2357 se calcul6 como porcentaje de inhibicidn, a cada concentracidn, de la incorporacién de tinte en pocillos que
contenian ITF 2357 en comparacién con los pocillos de control (células sin farmaco). Los valores ICs, de ITF 2357 se
calcularon por Software Calcusyn (Biosoft) segtin las curvas dosis-respuesta.

Linea de células Origen del tumor ITF 2357 ICso (MM)
KB Cabeza-cuello 0,64
Cal2v Cabeza-cuello 3,4
Hep-2 Cabeza-cuello 1
HT-29 Carcinoma de colon 0,7
LoVo Carcinoma de colon 2,5
Colo38 Melanoma 2,38
Pes4l Melanoma 1,6
Pes43 Melanoma 1,4
Anad Melanoma 5,7
Ejemplo 3

Actividad in vivo

Se estudié el efecto antitumoral de ITF 2357 midiendo la capacidad del compuesto para reducir el crecimiento del
melanoma murino B16-BL6.

El tumor B16-BL6 es una variante muy metastdsica (Sciumbata T. y col. Invasion and Metastasis 1996; 16:132-
143) del tumor original y crece subcutdneamente en el ratén sinergénico C57BL/6 (Gutman M y col. Cancer Biother.
1994; 9(2): 163-170).

Se inocularon subcutdneamente células de tumor B16-BL6 en ratones hembra C57BL/6 (10 animales/grupo, peso
20-22 gramos) a la dosis de 2 x 10° células/ratén. Se administré oralmente ITF 2357 disuelto en agua, a las dosis
indicadas, 10 minutos antes del in6culo de las células tumorales y luego diariamente durante 6 dias a la semana. El
crecimiento del tumor se expresé como peso del tumor, midiendo dos veces por semana, por medio de un calibre, los
dos didmetros perpendiculares de los nédulos. El peso se calcul6 segiin la férmula: (didmetro 1 x didmetro 2)?/2 segiin
se describe en Giovazzi R. y col. Cancer Res. 1986; 46: 1928-1933.

Los resultados obtenidos se resefian en la figura adjunta.

Se puede observar que ITF 2357 ejerce un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre el crecimiento del tumor,
puesto que redujo aproximadamente un 50% el volumen del nédulo tumoral después de 15 dias de tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de 4cido 4-[(6-dietilaminometil)naft-2-ilmetiloxicarbamoil |benzohidroxdmico o una sal aceptable del mis-
mo para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de neoplasias.

2. Uso segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque dichas neoplasias se seleccionan entre melanomas, carci-
nomas de colon, pulmén y mama, neuroblastomas, sarcomas y leucemia.

3. Uso segtin la reivindicacién 2, caracterizado porque dicha leucemia se selecciona entre eritroleucemia y leuce-
mia promielocitica aguda.

4. Uso segtn las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el dcido 4-[(6-dietilaminometil)naft-2-ilmetiloxi-
carbamoil]benzohidroxdmico o la sal aceptable del mismo se administran en combinacién con otros agentes antineo-
plasticos.
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