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DESCRIPCION

Derivados del catecol para el tratamiento del cancer.
Antecedentes de la invencion

Actualmente hay necesidad de nuevos agentes potentes y selectivos para prevenir o tratar el cancer, y en particular
el melanoma, el cancer de la cérvix o la leucemia. Uno de los métodos que estan actualmente en estudio es la induccién
selectiva de la apoptosis. Hay también necesidad de herramientas farmacoldgicas para el adicional estudio de los
procesos fisioldgicos asociados a la induccion selectiva de la apoptosis.

La muerte celular programada (apoptosis) es decisiva para la homeostasis tisular, para la eliminacién fisiolgica
de las células no deseadas durante el desarrollo y en el mecanismo de defensa del huésped (Vaux y otros, Cell,
96:245 (1999)). La inhibicion de la apoptosis estd implicada en toda malignidad humana conocida. Esta inhibicién
les da a las células malignas una selectiva ventaja de crecimiento, permitiendo la supervivencia frente a la radiacién
o la quimioterapia. (Véanse Reed, Curr: Opin. Oncol., 7:541 (1995), y Kelekar y otros, Trends Cell. Biol., 8:324
(1998)). Se cree que las de la familia Bcl-2 de proteinas son importantes reguladores de la apoptosis; y miembros pro-
supervivencia de esta familia, tales como las Bcl-x;, contienen en la superficie un surco hidrofébico del que se cree
que permite la fijacién del dominio BH3 de la pareja proapoptética (Johnstone y otros, Cell, 108:153 (2002)). Se cree
que esta fijacion es crucial para la regulacion de la apoptosis, y de hecho las proteinas pro y anti-supervivencia pueden
anular mituamente sus funciones mediante dimerizacién. Se cree que los miembros antiapoptéticos de la familia Bel-
2 estan generalmente sobreexpresados en muchas malignidades humanas. Estas observaciones han conducido a un
creciente interés en el descubrimiento de pequefias moléculas dirigidas a las proteinas antiapoptéticas de la familia
Bcl-2, y principalmente a las Bcl-x;, como potenciales agentes terapéuticos anticancer (Wang y otros, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 97:7124 (2000); Degterev y otros, Nat. Cell Biol., 3:173 (2001); Tzung y otros, Nat. Cell Biol.,
3:183 (2001); Enyedy y otros, J. Med. Chem., 44:4313 (2001)). Sin embargo, hasta ahora los compuestos propuestos
no han logrado corroborar plenamente el papel de inhibidores de Bcl-x; como potenciales agentes anticdncer (Kaneko
y otros, Bioorg. Med. Chem. Lett., 11:887 (2001); Chin y otros, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 40:3806 (2001); Kutzki
y otros, J. Am. Chem. Soc., 124:11838 (2002)) debido ya sea a su deficiente actividad in vivo o bien a la baja afinidad
in vitro.

Por consiguiente, hay necesidad de identificar potentes compuestos celularmente permeables para apuntar a la
familia Bcl-2 de receptores tales como, por ejemplo los Bcl-x;, Bcel-2, Mcl-1, Bcl-W o Bcl-B. Hay necesidad de
agonistas que puedan inhibir la fijacién de BH3 a los receptores Bcl-2.

Hay adicionalmente necesidad de compuestos que sean Uutiles como quimiosensibilizadores en particular para los
tipos de cancer en los que las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2, tales como las Bcl-x; , Bcl-2, Mcl-1 o Bcl-
B, son sobreproducidas por las células de cancer (tales como por ejemplo linfomas, neuroblastoma, ciancer de mama,
céancer de pulmoén, cincer de préstata, cdncer ovdrico y leucemias).

Breve exposicion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion aporta el uso de un compuesto que tiene la férmula (I):
R® R®
R® 9
A R R
Z

R10 R10 RB

R7 R7

RB

donde: cada RS, R®, R? y R'? es independientemente hidrégeno, hidroxilo, -(C;-Cy)alquilo, -O(C,-Cs)alquilo, -(C;-
Cg)alquilhalo, -OC(O)(C,-Cs)alquilo o halo; y cada R” es independientemente hidrégeno, -(C;-Cs)cicloalquilo, -(Cs-
Cyp)arilo o -(C;-Cy)alquil(Cy-Cyp)arilo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

para la fabricacién de un medicamento para tratar el cidncer en un mamifero. Se exponen en las Reivindicaciones
dependientes 2-7 caracteristicas preferidas de este aspecto de la invencion.

En un segundo aspecto, la presente invencion aporta el uso de un agente quimiosensibilizador seleccionado de
entre los miembros del grupo que consta de gosipol, apogosipol, andlogos de apogosipol, teaflavina, teaflavina-3’-
galato, teaflavanina, (-) galocatequina-3-galato (GCG), (-) epigalocatequina-3-galato (EGCG), (-) catequina-3-galato
(CG), (-) epicatequina-3-galato (ECG), andlogos de purpurogalina y mezclas de los mismos, para la fabricacién de
un medicamento, siendo el medicamento para administracién en combinacién con un agente anticancer, para tratar el
céncer en un sujeto;
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donde el andlogo de apogosipol es un compuesto que tiene la férmula (I):

R® RS
9
R X X R?
R® / R0 R Z R®
R’ R’

donde: cada R, R®, R’ y R!® son independientemente hidrégeno, hidroxilo, -(C;-Cy)alquilo, -O(C,-Cg)alquilo,
-(C,-Cg)alquilhalo, -OC(0)(C,-Cg)alquilo o halo; y cada R” es independientemente hidrégeno, -(C;-Cs)cicloalquilo,
-(Cs-C)p)arilo o -(C,-Cy)alquil(Cs-C,p)arilo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;

y donde el andlogo de purpurogalina es un compuesto que tiene la férmula siguiente:

. R' Q RY
R

R3
R5

donde R!, R, R®, R* y R’ son como se define en la tabla siguiente:

R! R’ R’ R* R’
5SDI| -H | -OH | -OH | -OH [-COOOC,H;
1163] -H | -OH | -OH | -OH | -COOCH;
11492} -H | -OH | -OH | -OH -COOH
6A1 | -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; -H
6A7 | -OCH; | -OCH; | -OH | -OCH; -H

Se exponen en las Reivindicaciones dependientes 9-17 caracteristicas preferidas del segundo aspecto de la presente
invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. El Gosipol y la Purpurogalina compiten por la bolsa de fijacion de BH3 de Bcl-x; . Estructura quimica del
Gosipol (a) y de la Purpurogalina (c). Los resultados de ensayos de fijacién competitiva basados en la polarizacién de
Fluorescencia (FPA) usando un péptido Bad marcado con fluoresceina (NLWAAQRYGRELRRMSD-K(FITC)-FVD)
(Synpep Corporation, Dublin, CA) se muestran en (b) para el Gosipol y en (d) para la Purpurogalina.

Figura 2. Estudios de fijacién por NMR (NMR = resonancia magnética nuclear). (a) espectros 2D['*N,'H]-TROSY
para Bcl-x; en las formas apo (izquierda) y fijada a Gosipol (derecha). (b) Mapeo del desplazamiento quimico de
Gosipol en la estructura tridimensional de Bcl-x;, en complejo con péptido Bak (Cédigo PDB 1BXL). El péptido se
muestra en amarillo. Las regiones afectadas por la fijacién de Gosipol estin coloreadas en rojo. (c) y (d) Experimentos
de Ty, (tiempo de relajacion 300 mseg.) con Gosipol y Purpurogalina, respectivamente: azul, sin proteina y rojo con
Bcel-x;. 10 uM. Los picos que se muestran en (c) representan a los grupos isopropilo y metilo en el Gosipol. En (d), el
pico marcado con un asterisco representa al imidazol residual que estd presente en la preparacion de proteina.

Figura 3. Estudios de modelacion molecular. (a) Representacion superficial de Bel-x; con la estructura acoplada
de Gosipol obtenida por FlexX. (b) Superposiciéon de SD1 (verde) y Gosipol (blanco con rojo para los dtomos de
oxigeno).
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Figura 4. El efecto inhibitorio de compuestos en la supervivencia de las células de cdncer. Los efectos del Gosipol
en la viabilidad de células tumorales en cultivo fueron verificados usando ensayos XTT con las lineas celulares (a)
MCF7 y (b) ZR75-1 (circulos en negro). Como control negativo fue también sometido a ensayo un compuesto polife-
nolico genérico (circulos en blanco). Células HeLa de pocos pases (de un numero de pases de entre 10 y 20) fueron
transfectadas con los plasmidos pcDNA3-Bcl-x; (circulos en negro) o pcDNA3 de control (circulos en blanco). (c) El
analisis Inmunoblot confirm6 la sobreexpresion de Bcl-x; en las células transfectadas con compuesto pcDNA3-Bcl-
x, frente a los transfectantes de control con pcDNA3. (Los lisados celulares fueron normalizados para el contenido de
proteina total; 25 ug por carril). (d) Las transfectantes HeLa fueron tratadas con varias dosis de Gosipol (0, 1, 3, 10y
100 uM). Los datos indicados representan la media =+ la desviacion estandar (n = 4).

La Figura 5 ilustra la actividad del Apogosipol (6C1) y del Gosipol como agente tinico en la CLL (CLL = leucemia
linfocitica crénica) recién diagnosticada y no tratada anteriormente.

La Figura 6 ilustra el efecto aditivo de Apogosipol (6C1) y fludarabina (F-ara-A).

La Figura 7 ilustra el Efecto sinérgico del Apogosipol (6C1) con F-ara-A.

La Figura 8 ilustra la fijacién de (-)EGCG al receptor Bcl-x; ;

(a) Experimentos de T), (tiempo de relajacion 200 mseg.) con (-)EGCG antes (espectro superior) y después de la
adicion de Bel-x; 10 uM (espectro inferior). Los picos que se ven en (a) representan a los protones 4a y 483 del grupo
catequina, y el *indica DMSO;

(b) Resultados del ensayo de fijaciéon competitiva basado en la Polarizacion de Fluorescencia para (-)EGCG; y

(c) Representacion superficial de Bcl-x;. con la estructura acoplada de (-)EGCG obtenida mediante FlexX, estando
indicadas las tres subbolsas (P1, P2 y P3) ocupadas por el ligando.

La Figura 9 ilustra una comparacién entre (-)CG y (-)C;

(a) Experimentos de T, (tiempo de relajacién 200 mseg.) de (-)CG (lado izquierdo) y (-)C (lado derecho); los
espectros registrados en ausencia de protefna estdn indicados en azul; *indica imidazol del tamp6n de proteina;

(b) Superposicion de los resultados de FPA para (-)CGy (-)C; y

(c) Representacion superficial de la bolsa de fijacién de Bel-x; con las estructuras acopladas de (-)CG (en rojo) y
(-)C (en azul).

La Figura 10 ilustra la fijacién de Teaflavina-3’-galato al receptor Bel-x; :

(a) Espectros 2D['*N,'H]-TROSY para Bcl-x, (0,250 mM) antes (izquierda) y después de la adicién de teaflavina-
3’ galato (1 mM) (derecha);

(b) Resultados de FPA para teaflavina-3’ galato; y

(c) Representacion superficial de la bolsa de fijacién de Bcl-x; con la estructura acoplada de teaflavina-3’ galato;
estando encerradas en un circulo las tres subbolsas (P1, P2 y P3) ocupadas por el ligando.

La Figura 11 ilustra la inhibicién de Bcl-x;, usando las Teaflavinas que se muestran.

La Figura 12 ilustra la inhibicién de Bcl-x; usando Teaflavina.

La Figura 13 ilustra el efecto de la Teaflavina en las células Hela en un ensayo XTT.
Descripcion detallada

Los compuestos que estian destinados a ser usados en la presente invencién son Utiles para antagonizar a los recep-
tores de las proteinas Bcl-2 (tales como, por ejemplo, las Bcl-2 y Bel-x; ). Estas proteinas pueden hacer a las células
de cancer mas resistentes al tratamiento anticancer normal tal como, por ejemplo, la radiacién o la quimioterapia. Asi,
estas células no mueren y pueden proliferar. La inhibicién de tales proteinas por parte de los compuestos que aqui se
describen reduciria o eliminaria la resistencia de las células al tratamiento anticdncer. Por consiguiente, estos com-
puestos son Utiles como quimiosensibilizadores. Asi, los compuestos que estidn destinados a ser usados en la invencién
pueden hacer que las células de cancer devengan mads sensibles al tratamiento anticdncer tal como, por ejemplo, la
radiacidn o la quimioterapia. Asi, los compuestos que estdn destinados a ser usados en la presente invencidn son ttiles
para modular la formacién de complejos entre las proteinas Bcl-2 y el dominio BH3 de los miembros proapoptéticos
de la familia Bcl-2 y para modelar la cantidad de estabilidad de estos complejos.
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En el curso del proceso de idear la presente invencién fueron sometidos a ensayos polifenoles de té verde y té
negro. El té verde se hace a partir de las hojas no fermentadas de Camelia Sinensis, y los polifenoles - conocidos como
catequinas - constituyen sus principales componentes quimicos. Las principales catequinas que estdn contenidas en el
té verde son la epicatequina (EC), la epicatequina-3 galato (ECG), la epigalocatequina (EGC) y la epigalocatequina-
3 galato (Tabla 1) (Chu y otros, en: Yamamoto, T., Juneja, J.R., Cu, D.C. y Kim, M. Chemistry and Application of
Green Tea, pp. 13-22, Nueva York: CRC Press, 1997). El té negro se hace mediante extensiva oxidacién enzimatica
de los polifenoles para su conversion en productos polimerizados tales como teaflavinas (Pan y otros). Las principales
teaflavinas en el té negro son la teaflavina, la teaflavina-3 galato, la teaflavina-3’ galato y la teaflavina-3-3’ digalato.

Se usan las definiciones que se indican a continuacién, a no ser que se describa otra cosa: halo es fluoro, cloro, bro-
mo o yodo. Alquilo, alcoxi, alquenilo, alquinilo, etc. denotan grupos tanto rectos como ramificados; pero la referencia
a un grupo individual tal como “propilo” abarca tan sélo al grupo de cadena recta, aludiéndose especificamente a un
isémero de cadena ramificada tal como “isopropilo”. Arilo denota un grupo fenilo o un grupo carbociclico biciclico
ortofusionado que tiene aproximadamente de nueve a diez dtomos de anillo, donde al menos un anillo es aromatico.
Heteroarilo abarca a un grupo unido a través de un carbono ciclico de un anillo aromdtico monociclico que contiene
cinco o seis &tomos de anillo que constan de carbono y uno a cuatro heterodtomos seleccionados cada uno de entre
los miembros del grupo que consta de oxigeno no peroxidico, azufre y N(X) donde X estd ausente o es H, O, (C,-C,)
alquilo, fenilo o bencilo, asi como un grupo de un heterociclo biciclico ortofusionado de ocho a diez dtomos de anillo
derivado de los mismos, y particularmente un benzoderivado o uno obtenido fusionando a ello un digrupo propileno,
trimetileno o tetrametileno.

Especificamente, el vocablo “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo saturado ramificado o no ramificado de 1
a 6 dtomos de carbono, tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, #-butilo y pentilo. Los grupos
alquilo preferidos aqui contienen de uno a 6 4tomos de carbono, tal como es por ejemplo el caso del metilo, del etilo
y de grupos similares.

En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “cicloalquilo” se refiere a un grupo alquilo ciclico
de tres a ocho, y preferiblemente de tres, cinco o seis dtomos de carbono. En el sentido en el que se le utiliza en la
presente, el vocablo “cicloalquileno” se refiere a un grupo alquileno ciclico divalente, y tipicamente a un anillo de 3,
5, 6 u 8 miembros.

En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “alcoxi” se refiere a un grupo alquilo enlazado a través
de un enlace éter terminal sencillo, es decir que un grupo “alcoxi” puede ser definido como -OR donde R es alquilo
como se ha definido anteriormente. La expresion grupo “alcoxi inferior” se refiere a un grupo alcoxi que contiene de
1 a 6 4tomos de carbono.

En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “arilo” se refiere a un anillo carbociclico aromatico
tipicamente de 6 o 10 miembros, donde al menos un anillo es aromatico.

Los expertos en la materia comprenderan que pueden existir y ser aislados en formas racémicas y dpticamente ac-
tivas compuestos destinados a ser usados en la invencién y que tengan un centro quiral. Algunos compuestos pueden
presentar polimorfismo. Debe entenderse que la presente invencién engloba el uso de toda forma racémica, éptica-
mente activa, polimorfica o estereoisomérica, o mezclas de las mismas, de un compuesto de la invencién que posea las
propiedades utiles que aqui se describen. Es perfectamente conocido en la técnica como preparar formas Spticamente
activas (por ejemplo mediante resolucion de la forma racémica mediante técnicas de recristalizacion, mediante sintesis
a partir de materiales de partida 6pticamente activos, mediante sintesis quiral o mediante separaciéon cromatografica
usando una fase estacionaria quiral) y coémo determinar la actividad anticdncer usando los ensayos estdndar que aqui
se describen o usando otros ensayos similares que son perfectamente conocidos en la técnica.

Especificamente, alquilo puede ser metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, 3-pentilo
o hexilo; cicloalquilo puede ser ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo; -O(C,-Cy)alquil(alcoxi) puede ser
metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, iso-butoxi, sec-butoxi, pentoxi, 3-pentoxi o hexiloxi.

Se enumeran en la Tabla 1 y en la Tabla 2 compuestos especificos que son Utiles para poner en practica el segundo
aspecto de la invencioén, junto con compuestos afines que no son segun la presente invencion.
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(no segun la invencion)

TABLA 1
EXTRACTOS DE TE VERDE
Compuesto Estructura I1Cso (BM)
(-) Galocatequina-3-galato (GCG) OH on 0,63
200
HO 07 ™ OH
OH
OH
(-) Galocatequina (GC) OH >100
(no seglin la invencion) mOH
HO o7 OH
OH
OH
(-) Epigalocatequina-3-galato (EGCG) OH o 0,98
on © OH
X
HO 0 O OH
OH
OH
(-) Epigalocatequina (EGC) oH oH >100
no segun la invencion O
(no seg ) o o O OH
OH
OH
(-) Catequina-3-galato (CG) OH on 0,29
jeos
HO O ""I@OH
OH
(-) Catequina (C) OH on >100
no segun la invencion m
(no seg ) o o : :on
OH
(-) Epicatequina-3-galato (ECG) eH oH 0,24
OH OY@oH
(.
HO (o O OH
OH
(+) Epicatequina (EC) >100
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TABLA 2
EXTRACTOS DE TE NEGRO
Compuesto Estructura ICs (UMM)

Teaflavina Digalato Ho_ [ >100

OH

(no segun la invencion)

Teaflavina-3'-galato 0,60
Teaflavina 1,05
Teaflavanina 0,55

Los ejemplos de polifenoles aislados a partir de té negro o verde y destinados a ser usados en el segundo aspecto
de la presente invencidn incluyen catequinas tales como epicatequina-3 galato (ECG) y epigalocatequina-3 galato; y
teaflavinas tales como Teaflavina y teaflavina-3’-galato.

Otros compuestos especificos destinados a ser usados en el segundo aspecto de la presente invencioén incluyen

55

60

65

analogos de Purpurogalina tales como los que se indican en la Tabla 3.
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TABLA 3

Derivados de Purpurogalina

1
, R" O R*
R
RS
RS
CPTO| R! R? R’ R’ R’

5D1 -H -OH -OH -OH | -COOOC,Hs
1163 -H -OH -OH -OH -COOCH;3
1142 -H -OH -OH -OH -COOH
6A1 | -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; -H

6A7 |-OCH; | -OCH; | -OH | -OCH; -H

Los compuestos adicionales que son ttiles para la puesta en practica de los aspectos primero y segundo de la
invencion incluyen compuestos tales como por ejemplo el apogosipol, que es un compuesto que es menos toxico para
las células normales pero tiene una citotoxicidad similar contra las células de cancer en comparacion con el Gosipol, y
andlogos de Apogosipol. Estos andlogos tienen una mejorada potencia y selectividad para Bcl-x1/2. Los compuestos
analogos tienen la férmula I:

R® RS
A 2 R®
>

R9

7
R’ R
donde: cada R®, R®, R’ y R'° son independientemente hidrégeno, hidroxilo, -(C;-Cy)alquilo, -O(C,-Cg)alquilo, -(C, -

Cy)alquilhalo, -OC(O)(C,-Cs)alquilo o halo; y cada R” es independientemente hidrégeno, -(C;-Cy)cicloalquilo, -(Cs-
Cp)arilo o -(C,-Cy)alquil(Cs-C,y)arilo; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

R8

Especificos grupos R®, R®, R? son independientemente hidrégeno, -OH, -OCH3, -CF;, -CH;, OC,Hs, -OC(O)CH;,
F, Cl o Br.

Especificos grupos R’ son independientemente hidrégeno -C,Hs; -i-Pr, n-Pr, n-Bu, t-Bu, i-Bu, s-Bu, ciclohexilo.

Especificos grupos R!'? son independientemente hidrégeno, -OH, -OCHj;, -CF;, -CH;, OC,Hs, -OC(O)CH;, F, Cl o
Br.

Un compuesto especifico destinado a ser usado en la invencién tiene la férmula (I) donde R®, R® y R® son cada uno
acetato (-OC(O)CH;); R7 es i-Pr; y R'" es -CH; (Apogosipol hexacetato). Este compuesto puede también ser usado
como prodroga para la administracién oral de apogosipol. En otra realizacién los compuestos que estdn destinados a
ser usados en la invencién incluyen compuestos de férmula (I) donde uno de los grupos R® es un grupo distinto de
hidrégeno.

En el contexto de la invencion, el vocablo “sujeto” se refiere en general a un individuo que va a recibir o ha recibido
tratamiento (como p. €j. la administracién de los compuestos que estdn destinados a ser usados en la invencién y
opcionalmente uno o varios agentes anticancer para una enfermedad caracterizada por la sobreexpresion de proteinas
de la familia Bcl-2 (como p. ej. Bel-xL, Bel-2, Mcl-1 o Bcel-B).
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En el sentido en el que se las utiliza en la presente, las expresiones “agente anticdncer” o “agente anticancer
quimioterapéutico” se refieren a cualesquiera compuestos quimioterapéuticos, radioterapias y técnicas quirtrgicas que
se usen en el tratamiento del cancer.

Los agentes anticdncer que son ttiles para poner en practica la presente invencién incluyen agentes catatoni-
cos 0 agentes quimioterapéuticos para el céncer. Los ejemplos de agentes cataténicos que son ttiles en la puesta en
practica de la invencion incluyen pequefias moléculas, polipéptidos, péptidos, peptldomlmetlcos moléculas de acido
nucleico, células y virus. Como ejemplos, los agentes citotéxicos que son utiles en la invencién incluyen peque-
fias moléculas citotdxicas, o sea compuestos que tipicamente apuntan a un proceso asociado al DNA, tales como,
por ejemplo, doxorubicina, docetaxel, trastuzumab, ciclofosfamida, melfalan, mitomicina C, bezelesina, cisplatino,
doxorubicina, etoposida, mitoxantrona, SN 38, Et 743, actinomicina D, bleomicina y TLk286; péptidos antimicrobia-
nos tales como los que se describen mas adelante; polipéptidos proapoptéticos tales como caspasas y toxinas, como
por ejemplo caspasa 8; cadena A de la toxina de la difteria, exotoxina A de Pseudomonas, toxina del cdlera, toxi-
nas de fusién de ligandos tales como DAB389EGEF, toxina de ricinus communis (ricino); y células citotdxicas tales
como células T citotoxicas. Véanse, por ejemplo, Martin y otros, Cancer Res., 60:3218 (2000); Kreitman y otros,
Blood, 90:252 (1997); Allam y otros, Cancer Res., 57:2615 (1997); y Osborne y otros, Cancer J. Sci. Am., 2:175
(1996).

Los adicionales agentes quimioterapéuticos anticincer que son adecuados para ser usados en la presente invencién
incluyen taxanos tales como docetaxel (Taxotere, Aventis Pharmaceuticals, Inc.; Parsippany, NJ) y paclitaxel (Taxol,
Bristol Myers Squibb; Princeton, NJ); una antraciclina tal como doxorubicina, idarubicina y daunorubicina; un agente
alquilante; un alcaloide vinca; un antimetabolito; un agente de platino tal como cisplatino o carboplatino; un esteroide
tal como metotrexato; un antibidtico tal como adriamicina; una isofamida o un modulador selectivo de los receptores
de estrégeno; y un anticuerpo tal como trastuzumab.

La doxorubicina es un agente quimioterapéutico para el cancer que es usado cominmente y puede ser util, por
ejemplo, para tratar el cidncer de mama ((Stewart y otros, en: “Cancer: Principles and Practice of Oncology” 5% ed.,
Cap. 19 (eds. DeVita, Jr., y otros; L.P. Lippincott 1997); Harris y otros, “Cancer: Principles and Practice of Onco-
logy”, supra, 1997). Adicionalmente, la doxorubicina tiene una actividad angiogénica (Folkman, Nature Biotechno-
logy, 15:510 (1997); Steiner, “Angiogenesis: Key principles Science, technology and medicine”, pp. 449 454 (eds.
Steiner y otros; Birkhauser Verlag, 1992)), lo cual puede contribuir a su eficacia para tratar el cancer.

Agentes alquilantes tales como melfalan o clorambucil son agentes quimioterapéuticos para el cancer que son
utiles en la presente invencién. Andlogamente, son agentes quimioterapéuticos para el cdncer que son dtiles en la
presente invencion un alcaloide vinca tal como vindesina, vinblastina o vinorelbina; o un antimetabolito tal como 5-
fluorouracilo y 5-fluorouridina.

Los agentes de platino son agentes quimioterapéuticos que son ttiles en la presente invencién. Un agente de platino
de este tipo puede ser, por ejemplo, cisplatino o carboplatino como se describe, por ejemplo, en Crown, Seminars in
Oncol, 28:28 (2001). Otros agentes quimioterapéuticos para el cancer que son utiles en la presente invencion incluyen
el metotrexato, la mitomicina C, la adriamicina, la ifosfamida y las ansamicinas.

Agentes quimioterapéuticos para el cdncer que se usan para el tratamiento del cidncer de mama y de otros cdnceres
hormonalmente dependientes también pueden ser usados como agente que antagoniza el efecto del estrégeno, tal como
un modulador selectivo de los receptores de estrégeno o un antiestrogeno. El modulador selectivo de los receptores de
estrégeno tamoxifen es un agente quimioterapéutico para el cancer que puede ser usado en la presente invencién para
el tratamiento del cdncer de mama (Fisher y otros, J. Natl. Cancer Instit., 90:1371 (1998)).

Otro tipo de agente terapéutico que es Uutil en la presente invencién es un anticuerpo tal como un anticuerpo
monoclonal humanizado. Los ejemplos no limitativos incluyen el anticuerpo receptor 2 del factor de crecimiento
antiepidérmico (HER?2). El Trastuzumab (Herceptin; Genentech, South San Francisco, CA) es otro agente terapéutico
que es til en la presente invencidn para tratar los cidnceres de mama que sobreexpresan HER2/neu (White y otros,
Annu. Rev. Med., 52:125 (2001)).

Otro agente terapéutico util en la invencién también puede ser agentes citotoxicos, los cuales segiin lo que se
entiende en la presente son cualquier molécula que promueva directa o indirectamente la muerte celular.

Los agentes anticdncer especificos incluyen el Flavopiridol, la Adriamicina (doxorubicina), la VP16 (Etoposida),
el Taxol (paclitaxel) y el cisplatino.

En los casos en los que los compuestos son lo suficientemente basicos o dcidos como para formar sales 4cidas o
bésicas atoxicas estables, puede ser apropiada la administracion de los compuestos en forma de sales. Son ejemplos
de sales farmacéuticamente aceptables sales de adicién de dcidos orgdnicos formadas con 4cidos que forman un anién
fisiolégicamente aceptable, como por ejemplo tosilato, metanosulfonato, acetato, citrato, malonato, tartrato, succinato,
benzoato, ascorbato, a-cetoglutarato, y a-glicerofosfato. Pueden también formarse adecuadas sales inorgénicas entre
las que se incluyen las sales hidrocloruro, sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato.
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Las sales farmacéuticamente aceptables pueden ser obtenidas usando procedimientos estdndar que son perfecta-
mente conocidos en la técnica, como por ejemplo haciendo que un compuesto suficientemente bésico tal como una
amina reaccione con un dcido adecuado dando lugar a un anidn fisiol6gicamente aceptable. Pueden también hacerse
sales de metales alcalinos (como por ejemplo sodio, potasio o litio) o de metales alcalinotérreos (como por ejemplo
calcio) de acidos carboxilicos.

Los compuestos que son utiles en la puesta en practica de la invencion pueden ser puestos en forma de composicio-
nes farmacéuticas y pueden ser administrados a un huésped mamifero tal como un paciente humano en una variedad de
formas adaptadas a la ruta de administracion elegida, es decir a las rutas oral o parenteral, intravenosa, intramuscular,
topica o subcutanea.

Asi, los compuestos pueden ser administrados sistémicamente, p. ej. oralmente, en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un soporte comestible asimilable. Los mismos pueden
ser encapsulados en cdpsulas de gelatina de vaina dura o blanda, pueden ser comprimidos en forma de tabletas, o
pueden ser incorporados directamente a la comida de la dieta del paciente. Para administracion terapéutica oral, el
compuesto activo puede ser combinado con uno o varios excipientes y puede ser usado en forma de tabletas ingestibles,
tabletas bucales, trociscos, cdpsulas, elixires, suspensiones, jarabes y obleas. Tales composiciones y preparaciones
deberan contener al menos un 0,1% de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones pueden
naturalmente ser variado y puede ser convenientemente de entre aproximadamente un 2 y aproximadamente un 60%
del peso de una determinada forma de dosificacion unitaria. La cantidad de compuesto activo en tales composiciones
terapéuticamente Ttiles es tal que se obtendra un nivel de dosificacién eficaz.

Las tabletas, los trociscos, las pildoras, las capsulas y las formas similares pueden también contener lo siguiente:
aglutinantes tales como goma tragacanto, acacia, almidén de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico;
un agente desintegrante tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico y sustancias similares; un lubri-
cante tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante tal como sucrosa, fructosa, lactosa o aspartosa; o bien
puede afiadirse un agente saborizante tal como menta, aceite de gaulteria o saborizante de cereza. Cuando la forma
de dosificacion unitaria es una cdpsula, la misma puede contener, ademds de los materiales del tipo anteriormente
mencionado, un vehiculo liquido tal como un aceite vegetal o un polietilenglicol. Otros varios materiales pueden estar
presentes como recubrimientos o para de otro modo modificar la forma fisica de la forma de dosificacion unitaria s6-
lida. Por ejemplo las tabletas, las pildoras o las cdpsulas pueden ser recubiertas con gelatina, cera, goma laca o azudcar.
Un jarabe o un elixir puede contener el compuesto activo, sucrosa o fructosa como agente edulcorante, metil y propil-
parabenos como preservativos, un colorante y un saborizante tal como sabor de cereza o naranja. Naturalmente, todo
material que se use para preparar cualquier forma de dosificacién unitaria deberd ser farmacéuticamente aceptable y
practicamente atoxico en las cantidades que se empleen. Adicionalmente, el compuesto activo puede ser incorporado
a preparaciones y dispositivos de liberacién sostenida.

El compuesto activo puede también ser administrado por via intravenosa o intraperitoneal mediante infusién o
inyeccion. Las soluciones del compuesto activo o de sus sales pueden ser preparadas en agua, opcionalmente mezclada
con un agente superficiactivo atéxico. Las dispersiones pueden también ser preparadas en glicerol, polietilenglicoles
liquidos, triacetina y mezclas de los mismos y en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas
preparaciones contienen un conservante para impedir el crecimiento de los microorganismos.

Las formas de dosificacién farmacéutica que son adecuadas para inyeccion o infusién pueden incluir soluciones o
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprendan el ingrediente activo y estén adaptados para la pre-
paracién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables o infusibles estériles, opcionalmente encapsuladas en
liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion final deber4 ser estéril, fluida y estable bajo las condiciones de
fabricacién y almacenamiento. El vehiculo o soporte liquido puede ser un disolvente o un medio de dispersién liquido
que comprenda, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (como por ejemplo glicerol, propilenglicol y polietilenglicoles li-
quidos), aceites vegetales, ésteres glicerilicos atdxicos, y adecuadas mezclas de los mismos. La fluidez adecuada puede
ser mantenida, por ejemplo, mediante la formacién de liposomas, mediante el mantenimiento del requerido tamafio de
particulas en el caso de las dispersiones o mediante el uso de agentes superficiactivos. La evitacioén de la accion de los
microorganismos puede ser realizada por varios agentes antibacterianos y antifiingicos, como por ejemplo parabenos,
clorobutanol, fenol, dcido sérbico y timerosal. En muchos casos serd preferible incluir agentes isoténicos como por
ejemplo azicares, tampones o cloruro sédico. La prolongada absorcién de las composiciones inyectables puede lo-
grarse mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcién, como por ejemplo el monoestearato
de aluminio y la gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el ade-
cuado disolvente con varios de los otros ingredientes que han sido enumerados anteriormente, segin se requiera,
efectuando a continuacién esterilizacion por filtracién. En el caso de los polvos estériles para la preparacién de solu-
ciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio y de secado por
congelacién, que producen un polvo del ingrediente activo mas todo ingrediente adicional deseado que esté presente
en las soluciones previamente filtradas para la esterilizacion.

Para administracion tépica, los compuestos que estan destinados a ser usados en la presente invencién pueden ser
aplicados en forma pura, es decir cuando son liquidos. Sin embargo, en general serd deseable administrarlos a la piel
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en forma de composiciones o formulaciones, en combinacién con un vehiculo dermatolégicamente aceptable, que
puede ser un sélido o un liquido.

Los vehiculos sélidos que son ttiles incluyen sélidos finamente divididos tales como talco, arcilla, celulosa mi-
crocristalina, silice y alimina. Los vehiculos liquidos que son ttiles incluyen el agua, alcoholes o glicoles o mezclas
de agua-alcohol/glicol, en los cuales los presentes compuestos pueden ser disueltos o dispersados a niveles eficaces,
opcionalmente con ayuda de agentes superficiactivos atdxicos. Para optimizar las propiedades para un uso determi-
nado pueden afiadirse adyuvantes tales como fragancias y adicionales agentes antimicrobianos. Las composiciones
liquidas resultantes pueden ser aplicadas desde tampones absorbentes, pueden ser usadas para impregnar vendajes y
otros apdsitos, o pueden ser aplicadas por pulverizacién a la zona afectada usando pulverizadores de aerosol o del tipo
de los de bomba.

Espesantes tales como polimeros sintéticos, dcidos grasos, sales y ésteres de dcidos grasos, alcoholes grasos, ce-
lulosas modificadas o materiales minerales modificados pueden también ser empleados con vehiculos liquidos para
formar pastas, geles, ungiientos y jabones extensibles para aplicacion directamente a la piel del usuario.

Ejemplos de composiciones dermatoldgicas utiles que pueden ser usadas para suministrar los compuestos de for-
mula I a la piel son conocidos en la técnica; véanse, por ejemplo, Jacquet y otros (Pat. U.S. N° 4.608.392), Geria (Pat.
U.S. N°4.992.478), Smith y otros (Pat. U.S. N°4.559.157) y Wortzman (Pat. U.S. N° 4.820.508).

Las dosificaciones titiles de los compuestos de férmula I pueden ser determinadas comparando su actividad in vitro
y su actividad in vivo en modelos animales. Los métodos para la extrapolacion de las dosificaciones eficaces en ratones
y otros animales a los humanos son conocidas en la técnica; véase, por ejemplo, la Pat. U.S. N° 4.938.949.

Generalmente, la concentracion del (de los) compuesto(s) de férmula I en una composicién liquida, tal como una
locidn, serd de aproximadamente un 0,1-25% en peso, y preferiblemente de poco mas o menos de un 0,5-10% en peso.
La concentracién en una composicién semisélida o sélida tal como un gel o un polvo serd de aproximadamente un
0,1-5% en peso, y preferiblemente de poco mas o menos un 0,5-2,5% en peso.

La cantidad del compuesto o de una sal o un derivado activa(o) del mismo que se requiera usar en el tratamiento
variard no tan s6lo con la sal especifica seleccionada, sino también con la ruta de administracién, la naturaleza del
estado que se trate y la edad y el estado del paciente, y quedard en ltima instancia a discrecién del médico o clinico
que trate al paciente.

En general, sin embargo, una dosis adecuada serd de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 mg/kg, p. €j.
de aproximadamente 10 a aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal por dia, tal como de 3 a aproximadamente
50 mg por kilogramo de peso corporal del receptor por dia, preferiblemente de 6 a 90 mg/kg/dia, y con la maxima
preferencia de 15 a 60 mg/kg/dia.

Los compuestos que son ttiles en la invencién pueden ser marcados usando métodos conocidos en la técnica. Un
grupo detectable preferido es un grupo fluorescente. Los grupos fluorescentes tipicamente producen una alta relacién
seflal/ruido, proporcionando con ello una incrementada resolucién y sensibilidad en un procedimiento de deteccion.
Preferiblemente, el grupo fluorescente absorbe luz con una longitud de onda de mds de aproximadamente 300 nm,
mas preferiblemente de mas de aproximadamente 350 nm, y con la maxima preferencia de mas de aproximadamente
400 nm. La longitud de onda de la luz emitida por el grupo fluorescente es preferiblemente de mas de aproximada-
mente 310 nm, mds preferiblemente de mas de aproximadamente 360 nm, y con la mdxima preferencia de mas de
aproximadamente 410 nm.

La mitad detectable fluorescente es seleccionada de entre las de una variedad de clases estructurales que inclu-
yen los ejemplos siguientes: 1- y 2-aminonaftaleno, p,p’diaminoestilbenos, pirenos, sales de fenantridina cuaternarias,
9-aminoacridinas, p,p’-diaminobenzofenona iminas, antracenos, oxacarbocianina, marocianina, 3-aminoequilenina,
perileno, bisbenzoxazol, bis-p-oxazolil benceno, 1,2-benzofenazina, retinol, sales de bis-3-aminopridinio, helebrige-
nina, tetraciclina, esterofenol, bencimidazolil fenilamina, 2-ox0-3-cromeno, indol, xanteno, 7-hidroxicumarina, feno-
xazina, salicilato, estrofantidina, porfirinas, triarilmetanos, flavina, colorantes de xanteno (como p. €j. colorantes de
fluoresceina y rodamina); colorantes de cianina; colorantes de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno y proteinas
fluorescentes (como p. ej. proteina fluorescente verde, ficobiliproteina).

Los componentes pueden ser marcados, donde el grupo marcador emite espontdneamente una sefial o genera una
sefial al ser introducido un estimulo adecuado. Las marcas incluyen dtomos tales como, por ejemplo, *C, °N, “Fy
'H

El compuesto es convenientemente administrado en forma de dosificacién unitaria, conteniendo por ejemplo de 5
a 1000 mg, convenientemente de 10 a 750 mg, y con la maxima conveniencia de 50 a 500 mg de ingrediente activo
por forma de dosificacién unitaria.

Idealmente, el ingrediente activo debera ser administrado para alcanzar unas concentraciones maximas en plasma
del compuesto activo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 75 uM, preferiblemente de poco mas o menos 1
a 50 uM, y con la maxima preferencia de aproximadamente 2 a aproximadamente 30 uM. Esto puede lograrse por
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ejemplo mediante la inyeccién intravenosa de una solucién al 0,05-5% del ingrediente activo, opcionalmente en salina,
o bien mediante administracién oral en forma de bolo que contenga aproximadamente 1-100 mg del ingrediente activo.
Los deseables niveles en sangre pueden ser mantenidos mediante infusién continua para aportar aproximadamente
0,01-5,0 mg/kg/h o mediante infusiones intermitentes que contengan aproximadamente 0,4-15 mg/kg del (de los)
ingrediente(s) activo(s).

La dosis deseada puede ser convenientemente presentada en una dosis tnica o en forma de dosis divididas admi-
nistradas a intervalos apropiados, por ejemplo en forma de dos, tres, cuatro o mds subdosis por dia. La propia subdosis
puede ser adicionalmente dividida p. ej. en una serie de administraciones discretas flexiblemente espaciadas, tales
como una pluralidad de inhalaciones desde un insuflador.

Los estudios de acoplamiento con soporte 16gico informatico FlexX (Kramer y otros, Proteins, 37:228 (1999))
implentado en Sybyl (TRIPOS) usando la conformacién Bcl-x; que se encuentra en el complejo con péptido Bak
pusieron de manifiesto una 6ptima ubicacién para Gosipol en la profunda hendidura hidrofébica que es normalmente
ocupada por el péptido Bak helicoidal BH3 en el complejo (Fig. 3a). Acoplamos los estereoisémeros tanto (+) como
(-) de Gosipol, por cuanto que éstos presentaron distinta actividad en anteriores ensayos celulares que demostraron
que el (-) Gosipol es diez veces mds eficaz que el (+) Gosipol como agente citotéxico (Qiu y otros, Exp. Biol. Med,
227:398 (2002)). La bondad del acoplamiento segiin medicién efectuada mediante una funcién de puntuacién (Per-
vushin y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 94:12366 (1997)), y la energia intermolecular tras minimizacién con la
rutina DOCK de Sybyl, fue considerablemente mejor para el (-) Gosipol (-32,7 Kcal/mol) frente al (+) Gosipol (-25
Kcal/mol), de acuerdo con estas observaciones. Se muestra (Fig. 3a) la estructura del (-) Gosipol, pero el posiciona-
miento global de ambos estereoisémeros de Gosipol es muy similar.

Para evaluar la actividad citotoxica de compuestos en células tumorales humanas, sometimos a ensayo sus acti-
vidades biolégicas usando ensayos de reduccién de colorante XTT usando dos lineas celulares de cancer de mama:
MCF7 (alto expresor de Bcl-2/Bcl-x;) y ZR75-1 (bajo expresor de Bcl-2/Bcl-x; ). El Gosipol es un agente citotdxico
para las células MCF7 y ZR75-1 (Fig. 4 a, b), reduciendo la viabilidad celular de manera dependiente de la dosis, con
unos valores ICs, de 13,2 uM y 8,4 uM, respectivamente. La purpurogalina, sin embargo, no presentd una apreciable
actividad en estos ensayos, debido potencialmente a su cardcter hidrofilico (ClogP ~ 0,7). En consonancia con esta
observacién, un derivado 5D1 de Purpurogalina que previsiblemente tiene mejores propiedades de permeabilidad de
membrana celular (sobre la base de su ClogP ~ 2,5) redujo la viabilidad celular de una manera dependiente de la dosis,
con un valor ICs, de ~ 50 uM para la linea celular ZR75-1 (no ilustrado). Por estas razones, evaluamos adicionalmente
la actividad celular de los compuestos en células HeLa (Tabla 3), de las que se sabe que son menos selectivas para la
absorcion de compuestos. Los datos de inhibicidn obtenidos con los ensayos de viabilidad de las células Hela guardan
paralelismo con los datos de fijacién in vitro con Bcel-x; (Tabla 3), con un coeficiente de correlacion de r = 0,9 (p =
0,001).

Parte experimental

Ensayos de polarizacion de fluorescencia (FPA). Los ensayos FPA fueron llevados a cabo con un péptido Bad
marcado con fluoresceina (NLWAAQRYGRELRRMSD-K(FITC)FVD) (Synpep Corporation, Dublin, CA) usando un
LJL Analyst HT (Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA). El tampén de dilucién para todos los materiales y muestras
era Tris-Bis 50 mM pH 7.4 con gammaglobulina bovina al 0,01%. Se prepar6 en tampdn de dilucién una serie de
diluciones al doble de Gosipol, es decir a 100 uM, 50 uM y hasta 0,1 uM. Fue introducida en cada tubo una solucién
que contenia 30 nM de Bcl-x; y péptido fluoresceinado 4 nM. Los tubos fueron incubados por espacio de 5 minutos a
temperatura ambiente y 20 ul de cada mezcla de reaccién fueron transferidos a una placa de microcultivo HE Micro-
plate de poliestireno negro de 96 pocillos (LJL Biosystems Co.). Todos los ensayos se efectuaron por cuadruplicado,
no recibiendo Gosipol los pocillos testigo. Entonces se efectud la lectura de la intensidad total en la placa y se midi6
la polarizacion (en mP). Los controles incluian mediciones de las respuestas a la dosis en ausencia de las proteinas,
para valorar cualesquiera interacciones entre los compuestos y el péptido FITC-BH3. Los efectos contingentes fueron
tomados en consideracién mediante sustraccion.

Espectroscopia de RMN. Los espectros 2D['°N,'H]-TROSY (Pervushin y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
94:12366 (1997); Pellecchia y otros, Nat. Rev. Drug Disc., 1:211 (2002) para Bcl-x;. fueron medidos con muestras
0,5 mM de Bcl-x; marcadas con '*N. Las Bcl-x; no marcadas y marcadas con '*N fueron preparadas y purificadas
como se describe en Sattler y otros, Science, 275:983 (1997). Para los estudios de mapeo de desplazamiento quimico
y de acoplamiento usamos la estructura tridimensional de Bcl-x; en complejo con péptido Bak (cédigo PDB 1BXL).
Ademas del mapeo de desplazamiento quimico con proteinas marcadas, se llevaron también a cabo mediciones de
T,, (Hajduk y otros, J. Am. Chem. Soc. 119:12257 (1997)) y experimentos de transferencia de saturacion tales como
los experimentos WaterLOGSY (Dalvit y otros, J. Biomol. NMR, 18:65 (2000)) para validar adicionalmente la fija-
cién de los compuestos estudiados a Bcl-x;. Todos los experimentos fueron llevados a cabo con un espectrémetro
Varian Unity+ de 500 MHz o un espectrometro Bruker Avance600 de 600 MHz, ambos equipados con cuatro canales
rf'y gradientes de campo pulsatil en el eje z. La saturacion de agua selectiva fue llevada a cabo con un tren de im-
pulsos IBURP2 selectivos de 7 mseg. de duracién y espaciados por un retardo de 10 mseg. El tiempo de saturacién
total usado era de 2,5 seg. Las series T, fueron medidas con un impulso de bloqueo de espines de longitud varia-
ble. Las mediciones fueron entonces llevadas a cabo con un tiempo de bloqueo de espines de 1 mseg., 10 mseg., 50
mseg., 150 mseg., 200 mseg., 250 mseg. y 300 mseg. con compuestos 100 M en ausencia y en presencia de pro-
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tefna 10 uM. En todos los experimentos, el defasaje de las sefiales de agua residual fue obtenido con una secuencia
WATERGATE.

Modelacion Molecular. Los estudios de modelacién molecular fueron llevados a cabo en varias estaciones de
trabajo R12000 SEGI Octane con el paquete de software Sybyl version 6.9 (TRIPOS). La estructura acoplada de
Gosipol fue inicialmente obtenida mediante el programa FlexX (Kramer y otros, Proteins, 37:228 (1999)) como se
le implementa en Sybyl. Se efectuaron dos célculos. En el primero se mantuvieron fijos los dngulos de torsién de los
sitios de fijacién, mientras que en el segundo podian variar libremente los dngulos de torsion de las cadenas laterales.
La funcién de puntuacién media para las 30 mejores soluciones era tan sélo ligeramente inferior cuando las cadenas
laterales tenian libertad de rotacién. La posicién de las cadenas laterales en el modelo no varié considerablemente con
respecto a los valores iniciales. La funcién de puntuacién para (+) Gosipol era inferior a la del (-) Gosipol, pero el
posicionamiento global de ambos estereoisémeros era muy similar. Las resultantes estructuras de la mejor puntuacién
fueron a continuacién minimizadas en energia usando la rutina DOCK de SYBYL manteniendo rigido el sitio. La
energia de los ligandos tras la minimizacién DOCK estaba dentro de una tolerancia de 5 Kcal/mol con respecto a su
minimo global de energia. La superposicién de los compuestos fue obtenida mediante la rutina MULTIFIT de SYBYL.
Se prepararon con los programas SYBYL y MOLMOL figuras a color que mostraban las estructuras tridimensionales
(Koradi y otros, J. Mol. Graph., 14:29; 14:51 (1996)).

El efecto inhibitorio de los compuestos en la supervivencia de las células de cdncer. Los efectos de los compuestos
que se estudian en esta memoria en la viabilidad de células tumorales en cultivo fueron verificados usando ensayos
XTT (Weislow y otros, J. Natl. Cancer Inst., 81:577 (1989)) con las lineas celulares MCF7 y ZR75-1. Las células
MCF7 fueron cultivadas en DMEM que contenia un 10% de suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina y estaba
suplementado con insulina 1071°M, piruvato sédico 1 mM y glutamina. Las células ZR75-1 fueron cultivadas en RPMI
que contenia un 10% de suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina y estaba suplementado con tampén HEPES,
piruvato sédico 1 mM y glutamina. Se verificé regularmente la contaminacién micoplasmatica de las células. Las
células eran triplicados sembrados a una densidad de células inicial de 1.000 células por pocillo. Los pocillos testigo
no recibieron células. Gosipol, Purpurogalina y 5D1 fueron afiadidos a concentraciones finales de 0, 1, 10 y 100
uM e incubados por espacio de tres dias. Los nimeros relativos de células viables fueron determinados mediante
ensayo XTT. Brevemente, en una placa de 96 pocillos afiadimos a cada pocillo 50 ¢l de una mezcla de 1 mg/ml de
XTT (Weislow y otros, J. Natl. Cancer Inst., 81:577 (1989)) (hidréxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio) (Polysciences, Washington, PA) que contenia 0,025 PMS (fenacina metosulfato)
0,025 mM. Las placas de 96 pocillos fueron reincubadas por espacio de otras 4 horas para permitir la produccién de
formazan XTT. Entonces fue mezclado el contenido de cada placa y fueron determinadas las densidades dpticas a una
longitud de onda de 450 nm (ODy,s). La OD,s, neta fue determinada tras restar la ODys, de los pocillos testigo. Células
HeLa de pocos pases (de un niimero de pases de entre 10 y 20) fueron transfectadas con plasmidos pcDNA3-Bcl-x;.
o pcDNA3 de control usando el reactivo Lipofectamina Plus (Invitrogen) y seleccionadas en medio que contenia 800
ug/ml de G418. El anélisis Inmunoblot de Bcl-x; fue llevado a cabo como se ha descrito (Krajanski 1996 - Cancer
Res). Las HeLa transfectantes fueron tratadas con varias dosis de Gosipol, Purpurogalina y sus derivados (0, 1, 3, 10
y 100 uM).

Sustancias Quimicas. Los polifenoles puros fueron obtenidos de la SIGMA (Gosipol y Purpurogalina) y/o de la
Microsource Discovery Systems (derivados de Purpurogalina). Los compuestos de referencia fueron obtenidos de la
Chembridge Corp. (San Diego). El Gosipol fue sometido a ensayo en forma de mezcla racémica de isémeros (+) y
(-). Los compuestos fueron disueltos en DMSO a una concentracién 100 mM y almacenados a -20°C. Antes de su
adicional dilucién para los ensayos de fijacion y desplazamiento se efectuaba periédicamente un andlisis por NMR de
los compuestos como control de calidad. La reactividad del Gosipol se verificaba con una proteina de ensayo marcada
con "N (dominio BIR3 de XIAP). Una solucién que contenia Gosipol 1 mM y BIR3 marcado con >N 200 uM fue
incubada por espacio de dos horas y el espectro de correlacién de [°N, 'H] fue registrado y comparado con el espectro
del apo-Bir3. No se observaron apreciables diferencias en los espectros.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 4

R' O

R4

RS
CPTO R' | R R’ R* R® ICso (uM) | ICso (uM)
(Bel-xy) HelLa
Purpurogalina | -OH -OH -OH -OH -H 22 6,5
5D1 -H -OH | -OH | -OH |-COOOC,Hs 73 51,5
1163 -H -OH | -OH -OH -COOCH; 2,6 -30
1142 -H -OH -OH -OH -COOH 7.4 229
6A1 -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; -H >100 >100
6A7 -OCH; | -OCH; | -OH | -OCH;, -H >100 >100

Relaciones de actividad estructural (SAR) de derivados de Purpurogalina
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto que tiene la férmula (I):

RS 6

R
) owmmoOu
RB O R10 R10 RB
R’ R’

donde: cada R®, R8, R’ y R!? es independientemente hidrégeno, hidroxilo, -(C;-Cs)alquilo, -O(C;-Cy)alquilo, -(C;-
Cg)alquilhalo, -OC(O)(C,-Cs)alquilo o halo; y cada R” es independientemente hidrégeno, -(C;-Cs)cicloalquilo, -(Cs-
Cp)arilo o -(C,-C¢)alquil(Cs-Cp)arilo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; para la fabricacién de un
medicamento para tratar el cdncer en un mamifero.

2. El uso de la reivindicacién 1, donde cada grupo RS, R® y R® es independientemente hidrégeno, -OH, -OCHj3,
'CF}, 'CH3, OC2H5, 'OC(O)CH;, F, Cl o Br.

3. El uso de las reivindicaciones 1 6 2, donde cada grupo R’ es independientemente hidrégeno -C,Hs; -i-Pr, n-Pr,
n-Bu, t-Bu, i-Bu, s-Bu o ciclohexilo.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde cada grupo R'° es independientemente hidrégeno, -OH,
-OCHj;, -CF;, -CH;, OC,Hs, -OC(O)CH;, F, Cl o Br.

5. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde cada R, R* y R? es -OC(O)CHa; cada R’ es i-propilo; y
cada R'" es -CH;.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el cancer es cincer de pulmén, cdncer de mama, cancer
de prostata, cancer colorrectal o leucemia.

7. El uso de la reivindicacién 6, donde la leucemia es leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mielégena aguda o leucemia mielégena crénica.

8. El uso de un agente quimiosensibilizador seleccionado del grupo que consta de gosipol, apogosipol, andlogos
de apogosipol, teaflavina, teaflavina-3’-galato, teaflavanina, (-) galocatequina-3-galato (GCG), (-) epigalocatequina-
3-galato (EGCGQG), (-) catequina-3-galato (CG), (-) epicatequina-3-galato (ECG), andlogos de purpurogalina y mezclas
de los mismos, para la fabricacién de un medicamento, siendo el medicamento para administraciéon en combinacién
con un agente anticdncer, para tratar el cadncer en un sujeto;

donde el andlogo de apogosipol es un compuesto que tiene la férmula (I):

RQ

R10 R‘lO
R’ R’

R8

donde: cada R®, R®, R’ y R!® son independientemente hidrégeno, hidroxilo, -(C;-Cy)alquilo, -O(C;-Cg)alquilo,
-(C,-Cg)alquilhalo, -OC(0)(C,-Cg)alquilo o halo; y cada R” es independientemente hidrégeno, -(C;-Cs)cicloalquilo,
-(C-C)p)arilo o -(C,-Cy)alquil(Cs-C,p)arilo; o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo;
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y donde el andlogo de purpurogalina es un compuesto que tiene la férmula siguiente:

2 R' O R4
R

3
R RS

donde R!, R2, R®, R* y R’ son como se define en la tabla siguiente:

R! R’ R’ R’ R®
5D1 | -H | -OH | -OH | -OH [-COOOC,H;
1163] -H | -OH | -OH | -OH | -COOCH;
11492] -H | -OH | -OH | -OH -COOH
6A1 | -OCH; | -OCH; | -OCHj; | -OCH; -H
6A7 | -OCH; | -OCH; | -OH | -OCH; -H

9. El uso de la reivindicacién 8, donde cada grupo RS, R®, R® y R'° es independientemente hidrégeno, -OH, -OCHj3,
-CF3, -CH3, OC2H5, -OC(O)CH;, F, Clo Br.

10. El uso de las reivindicaciones 8 6 9, donde cada grupo R’ es independientemente hidrégeno, -C,Hs; -i-Pr, n-
Pr, n-Bu, t-Bu, i-Bu, s-Bu o ciclohexilo.

11. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, donde cada R®, R® y R® es -OC(O)CH,); cada R’ es i-propilo;
y cada R'" es -CH;.

12. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, donde el agente quimiosensibilizador y el agente anticancer
son administrados al mismo tiempo.

13. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-11, donde el agente quimiosensibilizador es administrado antes
del agente anticancer.

14. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-13, donde el agente anticancer es Flavopiridol, Adriamicina,
Etoposida, Taxol, cisplatino o una combinacién de los mismos.

15. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 o 12-14, donde el andlogo de purpurogalina es 5D1, 1163 6 1142.

16. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 8-15, donde el cancer es cancer de pulmon, cdncer de mama,
céancer de prdstata, cancer colorrectal o leucemia.

17. El uso de la reivindicaciéon 16, donde la leucemia es leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mielégena aguda o leucemia mielégena crénica.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 10
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Fig, 12
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Fig, 13
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