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DESCRIPCION

Andlogos de la wortmannina y procedimientos de uso de los mismos.
Antecedentes de la invencion

La presente invencidn se refiere a andlogos de la wortmannina y tiene aplicacion a procedimientos de uso de estos
derivados para inhibir la actividad PI-3-quinasa y para tratar ciertos tumores malignos. La wortmannina es un potente
inhibidor conocido de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI-3-quinasa) y un agente anti-cancerigeno. La wortmannina es
un compuesto de origen natural aislado a partir de caldos de cultivo del Penicillium wortmannin y tiene la estructura
basica mostrada en la patente de EE.UU. N° 5.480.906.

Una de las desventajas de la wortmannina es su toxicidad para criaturas vivas. Incluso en dosis bajas, la wortman-
nina en forma pura a menudo es letal para animales de laboratorio.

Norman y col. (J. Med. Chem. (1996) 39: 1106-1111) investigaron ciertos anidlogos de la wortmannina por su
capacidad para inhibir la actividad de la fosfatidilinositol-3-quinasa. No obstante, la sustitucién de la posicién C-21
del anillo furano no dio lugar a compuestos muy activos.

El documento GB-A-2302021 describe diversos andlogos de la wortmannina basados en el trabajo descrito por
Norman y col. (supra).

Haefliger y col. (Helvetica Chimica Acta (1975) 58: 1620 - 1628) describen la produccién de otros andlogos de la
wortmannina pero no describen su actividad como inhibidores de la actividad fosfatidilinositol-3-quinasa.

Resumen de la invencién

La invencién proporciona nuevos andlogos de la wortmannina asi como procedimientos para inhibir el cancer
en un sujeto que comprende la administracién a un sujeto de una dosis farmacéuticamente eficaz de un compuesto
seleccionado del grupo constituido por aquellos andlogos de la wortmannina descritos en la Figura 1.

En otra forma de realizacidn, la invencidn proporciona andlogos de la wortmannina ttiles en la inhibicién de
la restenosis en un sujeto. La invencién estd constituida por cdnulas intraluminales u otros dispositivos tales como
implantes bioprostéticos que pueden estar recubiertos con los andlogos de la wortmannina. La presente invencién
también se refiere a procedimientos que comprenden la administracion de andlogos de la wortmannina a un sujeto en
una dosis de compuesto farmacéuticamente eficaz. Los andlogos de la wortmannina pueden ser los DJM2-167, como
se muestra en la Figura 1.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra la estructura del andlogo de la wortmannina DJM2-167 de acuerdo con la presente invencion;

Fig. 2 ilustra la estructura de ciertas otras estructuras andlogas de la wortmannina;

Fig. 3 ilustra la estructura de ciertas otras estructuras andlogas de la wortmannina;

Fig. 4 ilustra el efecto de la wortmannina y sus andlogos (véase Fig. 2) frente al cdncer de préstata PC-3 en
humanos;

Fig. 5 ilustra el efecto de la wortmannina y sus andlogos frente al cancer de colon HT-29 en humanos;

Fig. 6 ilustra el efecto de los andlogos de la wortmannina frente al tumor de ovarios OVCAR-3 en humanos;
Fig. 7 ilustra el efecto de la pérdida de peso por la wortmannina y sus andlogos;

Fig. 8 ilustra la actividad antitumoral de la wortmannina;

Fig. 9 es un resumen de los datos para la wortmannina y sus andlogos de la wortmannina mostrados en las Figs. 1
aj3;
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al descubrimiento de que los andlogos de la wortmannina son utiles en la inhibicion
del cancer. La Figura 1 ilustra la estructura especifica del andlogo de la wortmannina DJM2-167 de acuerdo con la

presente invencioén. La Figura 2 ilustra ciertos otros andlogos de la wortmannina y la Figura 3 ilustra ciertos otros
analogos de la wortmannina.

La produccioén biosintética de wortmannina es muy conocida en la materia y los andlogos se sintetizan a partir de

la wortmannina. La patente de EE.UU. N° 5.480.906, que se incorpora en su totalidad en el presente documento como
referencia, describe esquemas sintéticos tipicos. Normalmente, la wortmannina se produce mediante la fermentacién
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de uno cualquiera de una serie de microorganismos descritos previamente tales como Talaromyces wortmannin'y Pe-
nicillium wortmannin, Myrothecium roridium, y Fusarium. Después de la fermentacion, la wortmannina se extrae y
se purifica mediante procedimientos conocidos. Preferentemente, la wortmannina se sintetiza a través de microorga-
nismos y se aisla en forma sustancialmente pura a partir de un cultivo de fermentacién (ese cultivo de fermentacion se
identifica como A24603.1).

El cultivo de la cepa en condiciones aerdbicas sumergidas en un medio de cultivo adecuado hasta que se produzca
una cantidad recuperable de wortmannina produce wortmannina. La wortmannina se puede recuperar usando diversos
procedimientos de aislamiento y purificacién conocidos en la materia.

El medio usado para crecer el cultivo puede ser uno cualquiera de una serie de medios. No obstante, por la ren-
tabilidad en la produccidn, el rendimiento 6ptimo y la facilidad de aislamiento del producto, las fuentes de carbono
preferidas en fermentacién a gran escala son glucosa y féculas solubles tales como fécula de maiz. También se puede
usar maltosa, ribosa, xilosa, fructosa, galactosa, manosa, manitol, dextrina de patata, oleato de metilo, aceites tales
como aceite de soja y similares.

Las fuentes de nitrégeno preferidas son caseina hidrolizada enzimaticamente y harina de semilla de algodén,
aunque también se puede usar leche pepsinizada, harina de soja digerida, harina de pescado, aguas de maceracién
concentradas, extracto de levadura, caseina hidrolizada con dcidos, extracto de carne de vaca y similares.

Entre las sales inorgdnicas nutrientes que se pueden incorporar al medio de cultivo estdn las sales solubles habitua-
les capaces de generar iones de calcio, magnesio, sodio, amonio, cloruro, carbonato, sulfato, nitrato, cinc y similares.
Los oligoelementos esenciales necesarios para el crecimiento y desarrollo del organismo también se deben incluir en
el medio de cultivo. Esos oligoelementos normalmente se encuentran en forma de impurezas en otros sustituyentes del
medio en cantidades suficientes para cumplir los requisitos de crecimiento del organismo.

Para la produccién de cantidades sustanciales de wortmannina, se prefiere la fermentacién aerébica sumergida en
biorreactores agitados. Se pueden obtener pequefias cantidades de wortmannina mediante cultivo en un matraz agitado.
Debido al retraso de tiempo en la produccién asociado normalmente a la inoculacién en grandes biorreactores con la
forma en espora del organismo, es preferible usar el indculo vegetativo. El indculo vegetativo se prepara inoculando
un pequefio volumen de medio de cultivo con la forma en espora o fragmentos de micelio del organismo para obtener
un cultivo fresco de crecimiento activo del organismo. El medio del indculo vegetativo puede ser el mismo que aquél
usado para fermentaciones mas grandes, pero también pueden ser adecuados otros medios.

Después de su produccion, la wortmannina se puede recuperar del medio de fermentacién mediante procedimientos
usados en la materia. La wortmannina producida durante la fermentacion del organismo A24603.1, por ejemplo, se
encuentra principalmente en el caldo.

Normalmente, la wortmannina se puede recuperar de la biomasa mediante una variedad de técnicas. Una técnica
preferida supone la filtraciéon de todo el caldo de fermentacién con un filtro cerdmico. El filtrado se eluye con un
disolvente orgénico, tal como acetato de etilo, y se concentra. El concentrado se suspende en alcohol hasta que se
produce la cristalizacién y la disolucion se filtra, se lava y se seca. Para la confirmacién, el material cristalino se
disuelve en un disolvente orgdnico y se somete a cromatografia en gel de silice de fase inversa absorbente (Cg 0 Cys).
Las fracciones se eluyen en un tampoén orgdnico acuoso tal como acetonitrilo al 60%.

La wortmannina se puede manipular adicionalmente para llegar a los compuestos de la presente invencién. Aunque
las sintesis de andlogos particulares de la wortmannina se ilustran a continuacién, otros esquemas sintéticos habituales
en la materia permitirdn a alguien con conocimientos ordinarios en la materia sintetizar compuestos de acuerdo con la
presente invencion, y los esquemas sintéticos expuestos en el presente documento no se deben considerar, en ningtin
caso, limitantes.

Ester de 4-dialilaminometilen-6-hidroxi-1-a-metoximetil-108,13B-dimetil-3,7,17-trioxo-1,3,4,7,10,11B,12,13,14a, 15,
16,17-dodecahidro-2-oxa-ciclopenta[a [fenantren-11-ilo del dcido acético (djm2-166)
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A una disolucién de wortmannina (10,7 mg, 25,0 umol) en CH,Cl, (125 ul) se le afiadié una disolucién madre
recién preparada de dialilamina 0,2 M (138 ul, 27,5 umol) en CH,Cl,. La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 1 h. El disolvente y la amina en exceso se retiraron sobre vacio y el producto se purificé por croma-
tograffa en SiO, (hexanos/acetato de etilo, 1:9) para dar djm2-166 (9,0 mg, 17 umol, 68%) como un aceite naranja:
[a]p -630 (c 0,0015, CH,Cl,, 23°C); IR (KBr) 3391, 1743, 1695, 1685, 1622, 1569, 1222, 1111, 1100 cm™'; RMN 'H
68,20 (s, 1 H), 6,81 (s, 1 H), 6,06 (dd, 1 H, ] =7,4,4,8 Hz), 5,85 (sa, 1 H), 5,62 (a, 1 H), 5,44-5,04 (m, 4 H), 4,48 (dd,
1 H,J=7.2,1,9 Hz), 4,05-3,60 (m, 4 H), 3,26 (s, 3 H), 3,27-3,20 (m, 1 H), 3,16 (dd, 1 H, J = 10,9, 7,2 Hz), 3,00-2,90
(m, 2 H), 2,59 (dd, 1 H,J =194, 8,6 Hz), 2,40 (dd, 1 H),J = 14,4, 7,7 Hz), 2,35-2,07 (m, 2 H), 2,07 (s, 3 H), 1,83 (dd,
1 H,J=14,4,4,7Hz), 1,54 (s, 3 H), 0,86 (s, 3 H); RMN *C § 217,0, 178,5, 169,6, 164,8, 156,3, 151,5, 139,0, 136,9,
132,2, 131,3, 127,7 (2 C), 119,2, 89,0, 81,9, 73,1, 67,6, 59,1, 50,9 (2 C), 48,9, 42,3, 42,2, 37,5, 36,0, 24,6, 22,2, 20,8,
16,1; MS (EI) m/z (intensidad relativa) 525 (M*, 11), 466 (17), 391 (15), 350 (14), 323 (13), 266 (17), 239 (17), 239
(17), 60 (100); HRMS (EI) calculado para CyH3sNOg 525, 2363. Hallado 525,2386.

Ester de 6-hidroxi-1a-metoximetil-10B,13B-dimetil-3,7,17-trioxo-4-pirrolidin-1-il-metilen-1,3,4,7,10,118,12,13, 14a,
15,16,17-dodecahidro-2-oxa-ciclopenta[a [fenantren-11-ilo del dcido acético (djm2-167)

3.0

Q,

tll/é

A una disolucién de wortmannina (30,0 mg, 70,0 umol) en CH,Cl, (200 ul) se le afiadi6 pirrolidina (7,0 ul, 84
pmol) en CH,Cl,. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El disolvente y el tiol en
exceso se retiraron sobre vacio y el producto se purificé por cromatografia en SiO, (hexanos/acetato de etilo 9:1, y a
continuacién 1:1) para dar djm2-167 (30,0 mg, 60,6 umol, 86%) como un aceite naranja: [a]p -390 (c 0,0073, CH,Cl,,
23°C); IR (KBr) 3337, 1740, 1684, 1617, 1570, 1261, 1221, 1099, 1018 cm™'; RMN 'H 6 8,29 (s, 1 H), 6,72 (s, 1 H),
6,07 (dd, 1 H,J =6,9,4,8 Hz), 4,47 (dd, 1 H,J =7, 0, 1,9 Hz), 3,80-3,70 (m, 2 H), 3,25 (s, 3 H), 3,25-3,14 (m, 2 H),
3,02-2,90 (m, 2 H), 2,69 (sa, 1 H), 2,58 (dd, 1 H, J = 19,1, 8,4 Hz), 2,39 (dd, 1 H, J = 14,6, 7,8 Hz), 2,32-2,08 (m, 2
H), 2,06 (s, 3 H), 1,99-1,95 (m, 5H), 1,84 (dd, 1 H, J = 14, 5, 4,2 Hz), 1,56 (s, 3 H), 0,86 (s, 3 H); RMN “C § 217,5,
178,9, 169,9, 164.,9, 153,9, 151,3, 137,6, 137,1, 129,2, 89,4, 82,1, 73,3, 67,7, 59,3, 55,2, 49,2 (2 C), 42,6, 42,4, 37,8,
36,3,25,6 (2C), 24,5, 22,4, 21,0, 16,3; MS (EI) m/z (intensidad relativa) 499 (M*, 1), 439 (2), 365 (7), 167 (35), 149
(100); HRMS (EI) calculado para C,;H33NOg 499,2206. Hallado 499,2191.

Ester de 4- [(bencilmetilamino )metilen ]-6-hidroxi- 1 a-metoximetil-10B, 1 33-dimetil-3,7,17-trioxo-1,3,4,7,10,118,12,13,
14a,15,16,17-dodecahidro-2-oxa-ciclopentaa [fenantren-11-ilo del dcido acético (djm2-181)

? 0
_o\"
: 4

A una disolucién de wortmannina (10,7 mg, 25,0 umol) en CH,Cl, (125 ul) se le afiadié una disolucién 0,2 M
recién preparada de N-metilbencilamina (185 wl, 37,0 umol) en CH,Cl,. La mezcla de reaccidn se agité a temperatura
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ambiente durante 2 h. El disolvente se retiré sobre vacio y el producto se purificé por cromatografia en SiO, (hexa-
nos/acetato de etilo, 1:9) para dar djm2-181 (13,3 mg, 24,2 umol, 97%) como un aceite naranja: [a]p -835 (c 0,0014,
CH,Cl,, 23°C); IR (neto) 1742, 1685, 1618, 1589, 1575, 1224 cm™'; RMN 'H 6 8,36 (sa, 1 H), 7,36-7,27 (m, 5H),
6,60 (sa, 1 H), 6,10-6,00 (m, 1 H), 4,68-4,63 (m, 1 H), 4,53-4,47 (m, 2 H), 3,25 (s, 3 H), 3,25-3,11 (m, 2 H), 2,99-2,84
(m, 2 H), 2,71 (a, 2 H), 2,55 (dd, 1 H,J = 19,5, 8,9 Hz), 2,38 (dd, 1 H, J = 14,4, 7,6 Hz), 2,32-2,05 (m, 2 H), 2,05 (s, 3
H), 1,85 (sa, 1 H), 1,80 (dd, 1 H, J = 14,5, 4,7 Hz), 1,52 (s, 3 H), 0,82 (s, 3 H); RMN "*C § 217,3, 178,9, 1699, 164,7,
158,3, 151,7, 138,8, 137,1, 134,9, 129,0 (3 C), 128,6, 128,1 (2 C), 88,7, 82,2, 73,4, 67,9, 64,3, 59,4, 49,1, 42,7, 42,5,
37,8 (2 0), 36,3, 25,2, 22,5, 21,1, 16,3; MS (EI) m/z (intensidad relativa) 549 (M*, 14), 489 (37), 415 (15), 120 (23),
91 (100); HRMS (EI) calculado para C;;H;sNOg 549,2363. Hallado 549,2340.

Para el tratamiento terapéutico de dolencias especificas, el andlogo de la wortmannina DJIM2-167 mostrado en la
Figura 1 se puede administrar como tal, o se puede componer y formular en composiciones farmacéuticas en formas
de dosificacion unitarias para la administracion por via parenteral, transdérmica, rectal, nasal, local, intravenosa o,
preferentemente, la administraciéon por via oral. Esas composiciones farmacéuticas se preparan de una forma muy
conocida en la materia y comprenden el compuesto DJIM2-167 andlogo de la wortmannina de la Figura 1 asociado
a un vehiculo farmacéutico. El término “compuesto activo”, como se usa a lo largo de esta memoria descriptiva, se
refiere a al menos un compuesto seleccionado entre compuestos de las férmulas o a sus sales farmacéuticamente
aceptables.

El término “cantidad eficaz” como se usa en el presente documento, significa una cantidad de un compuesto
de la presente invencidn que es capaz de inhibir, bloquear o revertir la activacion, migracién o proliferacion de las
células. La actividad contemplada por los presentes procedimientos incluye ambos tratamiento médico terapéutico y/o
profilactico, segtin sea apropiado. La dosis especifica de un compuesto administrado segtin esta invencion para obtener
efectos terapéuticos y/o profilacticos, naturalmente, estard determinada por las circunstancias particulares que rodean
al caso, incluyendo, por ejemplo, el compuesto administrado, la via de administracion y la dolencia tratada.

Los compuestos son eficaces en un amplio intervalo de dosificaciones y, por ejemplo, las dosificaciones diarias
normalmente estardn dentro del intervalo de entre 0,001 y 10 mg/kg, mds habitualmente en el intervalo de entre 0,01
y 1 mg/kg. No obstante, se entiende que la cantidad eficaz administrada serd determinada por el médico en vista
de las circunstancias relevantes incluyendo la dolencia a tratar, la eleccién del compuesto a administrar y la via de
administracién elegida y, por tanto, no se pretende que los intervalos de dosificacion anteriores limiten el alcance de
la invencién de ninguna manera.

El término “inhibicién” incluye la administraciéon de un compuesto de la presente invencién para prevenir el co-
mienzo de los sintomas, aliviar los sintomas o eliminar la enfermedad, dolencia o trastorno.

En esa composicion, el compuesto activo es conocido como “principio activo”. En la preparacién de las composi-
ciones, el principio activo normalmente se mezclard con un vehiculo, o se diluird en un vehiculo, o se encerrara dentro
de un vehiculo que puede estar en forma de cdpsula, sobre, papel u otro contenedor. Cuando el vehiculo sirve como
diluyente, puede ser un material s6lido, semisélido o liquido que actia como vehiculo, excipiente del medio para
el principio activo. Asi, la composicién puede estar en forma de comprimidos, pildoras, polvos, caramelos, sobres,
sellos, elixires, emulsiones, disoluciones, jarabes, suspensiones, cdpsulas de gelatina duras y blandas, disoluciones
inyectables estériles y polvos empaquetados estériles.

Algunos ejemplos de vehiculos, excipientes, y diluyentes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbi-
tol, manitol, féculas, goma ardbiga, alginatos de fosfato de calcio, silicato de calcio, celulosa microcristalina, poli-
vinilpirrolidona, celulosa, tragacanto, gelatina, jarabe, metilcelulosa, metil- y propilhidroxibenzoatos, talco, estearato
de magnesio, agua y aceite mineral. Adicionalmente las formulaciones pueden incluir agentes lubricantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y suspensores, agentes conservantes, agentes edulcorantes o agentes aromati-
zantes. Las composiciones se pueden formular para asi proporcionar una liberacién rapida, sostenida, o retarda-
da del principio activo después de la administracién al paciente empleando procedimientos muy conocidos en la
materia.

Para la administracion por via oral, el compuesto se puede administrar con vehiculos y diluyentes, moldeado en
comprimidos o encerrado en cdpsulas de gelatina. Alternativamente las mezclas se pueden disolver en liquidos tales
como solucion de glucosa acuosa al 10%, solucién salina isoténica, agua estéril o similares y se puede administrar de
forma intravenosa o mediante inyeccion.

Por “farmacéuticamente aceptable”, se quiere decir que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser compatible
con los otros principios de la formulacién y no deletéreo para el receptor.

La administracién local de cantidades inhibitorias de compuesto activo para el tratamiento del cidncer puede ser
mediante una variedad de técnicas que administran el compuesto en o cerca del lugar proliferativo. No se pretende que
los ejemplos de técnicas de administracion local sean limitantes, sino que sean ilustrativos de las técnicas disponibles.
Los ejemplos incluyen catéteres de administracion local, vehiculos especificos de sitio, implantes, inyeccién directa o
aplicaciones directas. La administracién local mediante un catéter permite la administracién de un agente farmacéutico
directamente en el lugar proliferativo.
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La administracién local mediante un implante describe la colocacién quirdrgica de una matriz que contiene el agen-
te farmacéutico en la lesion proliferativa. La matriz implantada libera el agente farmacéutico por difusion, reaccién
quimica o activadores disolventes.

Otro ejemplo es la administracién de un agente farmacéutico mediante sellado polimérico endoluminal. Esta téc-
nica usa un catéter para aplicar un implante polimérico a la superficie interior del lumen. El agente farmacéutico
incorporado en el implante polimérico biodegradable se libera asi en el sitio quirtirgico. Se describe en el documento
PCT WO 90/01969 (Schindler, 23 Ago., 1989).

Un ejemplo final de administracion local mediante un implante es por inyeccién directa de vesiculas o microparti-
culados en el sitio proliferativo. Estos microparticulados pueden estar compuestos de sustancias tales como proteinas,
lipidos, carbohidratos o polimeros sintéticos. Estos microparticulados tienen el agente farmacéutico incorporado a lo
largo de las microparticulas o sobre las microparticulas en forma de recubrimiento. Los sistemas de administracién
que incorporan microparticulados se describen en Lange, Science 249: 1527-1533 (Septiembre, 1990) y Mathiowitz,
y col., J. App. Poly. Sci., 26:809 (1981).

La administracién local mediante vehiculos especificos de sitio describe la unién del agente farmacéutico a un
vehiculo que dirigird el farmaco a la lesién proliferativa. Los ejemplos de esta técnica de administracién incluyen el
uso de vehiculos tales como un ligando de proteinas o un anticuerpo monoclonal.

La administracién local mediante aplicacion directa incluye el uso de aplicaciones tépicas. Un ejemplo de una
administracién local por aplicacion directa es la aplicacion del agente farmacéutico al tumor arterial o al 4rea que
queda después de la reseccion del tumor.

La formulacién de andlogos de la wortmannina es muy conocida en la materia como lo es el proceso de fermenta-
cion. En vez de entrar en detalles exhaustivos con respecto al esquema sintético o la formulacion, la presente invencién
confia en el facultativo experto para usar aquellas técnicas sintéticas y de formulacién habituales para sintetizar los
compuestos de la invencion:

La proliferacién de células depende de la via de sefializaciéon de la PI-3-quinasa - AKT - mTOR. Ademis, la
seflalizacion a través de la PI-3-quinasa y la AKT parece inhibir la apoptosis.

La siguiente Tabla 1 ilustra la actividad y toxicidad in vivo de la inhibicién enzimdtica de los andlogos de la
wortmannina

(Tabla pasa a pagina siguiente)



ES 2 307 253 T3

soataexedwod soboreur , "
OpEWTISS XOTeA |
Tezodzoo osad op epTipagd 8p %01< = AIW ,
BUTUURWIIOM
BT ® UQTOBRT®I us sodutnbues sO3ITOOJUTT US UQTOONPSI/RPUTUUBWIIOM BT B UQTIDBTSI us epTpsw eoTieday pPepIoTxol o
PUTUUBWIIOM BT B UQTDBT®I G
us epessidxs epeqord evlTe SPW STSOP BT ® QIW ©T ® ISY A I1TY op 3% 19 odjueTpaw eptpew eotiedsy pPeERIOIXO3 5
PUTUURWIIOM BT B UQTOBTaI U epessxdxs epeqoxd e3fe sew STSOP BT © O QIW BT ® SOJ}TOOJUTT SOT 8P PEPIOTIXOL a
$8IRTNTBD SBSBUTT 09 P BIPaW ‘SBTP Z @P LIW OAesus
93USTOTINSUT ODBWIRI ‘STUBNTRAD OU=FEN ‘OpPeUTWISISP oU=QN
aN AN 90 0’‘¢ee €< 0T AN | SPTZZL *06T-ZHLa
< 70 0 0‘te £< Q 0E< | PPTICCL x68T-ZWLA
< 7’0 0 LLe £< an 6< | €PTIZZL *98T-ZWCA
1’0 T‘0 80 0t €< 7’0 8I< | TRIZLL *Z8T1-2HCd
10 z'0 6'T L0 €< 10 8T< | OVTIZZL *T8T-ZNLd
3’0 €0 §‘0 1’8 0'c 0T 0E£< | 6ETTZL x*08T-ZHLd
10 Z'0 0’z ‘ot g1 €0 9| Zv12ZL *LLT-ZHLd
91 1 L0 Z'01 €< 10 9| 8ETZZL *xTLT-ZWOA
St LT 11 1L €< 0’1 6| LETCCL *0LT-ZRCd
AN 10 270 6'11 €< 10 02< | 9gTCeL *891-CHra
10 €0 vz S‘0 £< T'T ;02 | GETCZL L9T~2ZWLd
10 €0 'z (AR £< S0 0Z | verzeL *991-ZHWrd
0'T 0'T o't 68 10 €0 §'Z | 610127 | PUTUUBWIION
LJRUTUUBWIIOM () v x ab
qEUTUURWIIOM e1 0S1n sernioo (wu) 051D dt bBy/bu
SO1TOOJUTT P BT © UQIDETSI | B UQIDRISI UL op ToaypTd (url) ©°510 eseutnb _EepeIaTol
peptoTxoi/eoriedsy | us eOTIedSy | SO3TOOFUTT 8P TP TON ¥oLw BT @p | €-Id BT ©p *Xgu
PEPTOTXO] UQTORTSY | PEPTOTXO3I0IT) | PEPTOTXOR0TD | PEPTOTX0301TD | UQTOTATYUL | UQTOTTYUL sTs0(d JSN oasandwo)
" = 2 & & & @ g 4 b be 8 3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2307 253 T3

La capacidad de la wortmannina y sus andlogos para inhibir la fosfatidilinositol-3-quinasa y la mTOR se expresa
como la dosis que provoca una inhibicién del 50% (Cls,). Citotoxicidad - Se midi6 la inhibicién del crecimiento
de células de cancer de mama MCF-7 humanas durante 4 dias usando el ensayo MTT expresado como la dosis
que provoca una inhibicién del 50% (Cls,). Toxicidad - A grupos de 3 ratones C57BL6 se les administré diariamente
wortmannina a dosis de 1,2 6 3 mg/kg o los andlogos a 1, 3,9 6 18 mg/kg donde habia disponible compuesto suficiente
mediante la via intraperitoneal durante 4 dias. Los animales fueron sacrificados 24 horas después de la tdltima dosis y
se determind las cuentas sanguineas diferenciales y la quimica del suero. Las mayores toxicidades observadas fueron
la toxicidad hepadtica y la linfocitopenia con cuentas de glébulos rojos reducidas y glucosa sérica incrementada a dosis
superiores. Las toxicidades se midieron a la dosis mdxima tolerada o a la dosis probada més alta. La toxicidad hepatica
se midi6 como incremento medio del porcentaje en la ALT y AST séricas expresadas en relacién a la wortmannina
como 1,0. La linfocitopenia se expresa como reduccién del porcentaje en las cuentas de linfocitos en relacién a la
wortmannina como 1,0. Una baja toxicidad hepatica y una elevada toxicidad de los linfocitos como sustituto para la
inhibicion del crecimiento de las células tumorales es la caracteristica deseable. Destacan los compuestos preparados
para la prueba antitumoral.

Basandose en las evidencias anteriores, pareceria que un inhibidor de la PI-3-quinasa inhibiria el crecimiento y la
supervivencia celular. Ademads, los inhibidores de la PI-3-quinasa también inhibirian la respuesta inflamatoria local,
especialmente en el caso de un implante bioprostético, que podria ser un factor favorable para el injerto a largo plazo o
de otro implante bioprostético. En principio, los derivados de la wortmannina podrian ser agentes ideales para inducir
un bloqueo temporal de la via de la PI-3-quinasa - AKT - mTOR.

Las Figuras 4-9 ilustran el efecto de la wortmannina y sus andlogos (véase Figura 2) frente al cancer de prdstata
PC-3 humano; frente al cancer de colon HT-29 humano; frente al tumor de ovario OVCAR-3 humano; sobre la pérdida
de peso; y la actividad antitumoral.

En otra forma de realizacidn, la presente invencion se puede utilizar para tratar la restenosis vascular. La restenosis
vascular es una complicacién importante a largo plazo después de la intervencién quirdrgica de arterias bloqueadas
mediante angioplastia coronaria transluminal percutdnea (PTCA), aterectomia, angioplastia con ldser y cirugia de
injerto de bypass arterial. En el 35% aproximadamente de los pacientes que padecen PTCA, se produce reoclusién en
los tres a seis meses después del procedimiento. Las estrategias actuales para el tratamiento de la restenosis vascular
incluyen la intervencién mecanica mediante dispositivos tales como cdnulas intraluminales o terapias farmacolégicas
que incluyen heparina, heparina de bajo peso molecular, coumarina, aspirina, aceite de pescado, antagonistas del
calcio, esteroides, y prostaciclina.

La restenosis después de la angioplastia coronaria transluminal percutdnea (PTCA) ha demostrado ser una res-
puesta tisular caracterizada por una fase temprana y tardia. La fase temprana que se produce de horas a dias después
de la PTCA es debida a la trombosis con algunos vasoespasmos mientras que la fase tardia parece estar dominada
por la proliferacion excesiva y la migracién de células del musculo liso. En esta enfermedad, la movilidad celular
incrementada y la colonizacién por las células de miisculo liso y los macréfagos contribuyen significativamente a la
patogénesis de la enfermedad. La proliferacién excesiva y la migracién de las células de miisculo liso vascular pueden
ser el mecanismo primario para la reoclusion de las arterias coronarias después de la PTCA, aterectomia, angioplastia
con laser y cirugia de injerto de bypass arterial.

En la patogénesis de la restenosis, la proliferacion celular excesiva y la migracién se producen como resultado de
los factores de crecimiento producidos por los constituyentes celulares en la sangre y la pared del vaso arterial dafiado
que median en la proliferacién de las células de musculo liso en la restenosis vascular. Los agentes que inhiben la proli-
feracion y/o migracién del misculo liso son ttiles en el tratamiento y prevencién de la restenosis. Ademds, los agentes
que inhiben la respuesta inflamatoria del misculo liso son titiles en el tratamiento y la prevencion de la restenosis. La
presente invencion proporciona el uso de wortmannina y ciertos andlogos como inhibidores de la restenosis.

La invencién comprende cdnulas intraluminales y otros dispositivos tales como implantes bioprostéticos que pue-
den estar recubiertos con los andlogos de la wortmannina. La presente invencidn también se refiere a procedimientos
que comprenden la administracién de andlogos de la wortmannina a un sujeto en una dosis de compuesto farmacéuti-
camente eficaz. Los andlogos de la wortmannina son los andlogos de la wortmannina DJIM2-167 descritos en la Figura
1. Se espera que los andlogos de la wortmannina de la presente invencion sean utiles en el tratamiento de la restenosis.

Como se ha indicado anteriormente, la administracion local de cantidades inhibidoras del compuesto activo para el
tratamiento de la restenosis puede ser mediante una variedad de técnicas que administran el compuesto en o cerca del
sitio proliferativo. No esta previsto que los ejemplos de técnicas de administracion local sean limitantes, sino que sean
ilustrativos de las técnicas disponibles. Los ejemplos incluyen catéteres de administracion local, vehiculos especificos
de sitio, implantes, implantes recubiertos, inyeccidn directa o aplicaciones directas. La administracién local mediante
un catéter permite la administracién de un agente farmacéutico directamente en la lesion proliferativa. Los ejemplos de
administracién local usando un catéter de balén se describen en los documentos EP 383 492 A2 y patente de EE.UU.
N° 4.636.195 (Wolinsky, 13 Ene., 1987).

La administracién local mediante un implante describe la colocacién quirdrgica de una matriz que contiene el agen-
te farmacéutico en la lesién proliferativa. La matriz implantada libera el agente farmacéutico por difusién, reaccién
quimica o activadores disolventes.
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Un ejemplo de administracién local mediante un implante es el uso de una cédnula intraluminal. Las cdnulas in-
traluminales estdn disefiadas para prevenir mecdnicamente el colapso y la reoclusién de las arterias coronarias. La
incorporacién de un agente farmacéutico en la canula intraluminal libera el formaco directamente en el sitio proli-
ferativo. La administracion local mediante esta técnica se describe en Kohn, Pharmaceutical Technology (Octubre,
1990).

Otro ejemplo es un sistema de administracion en el que un polimero que contiene el agente farmacéutico se inyecta
en la lesion en forma liquida. A continuacidén el polimero se cura para formar el implante in situ. Esta técnica se
describe en el documento PCT WO 90/03768 (Donn, 19 Abr., 1990).

La administracién local mediante vehiculos especificos de sitio describe la unién del agente farmacéutico a un
vehiculo que dirigird el firmaco hacia la lesién proliferativa. Los ejemplos de esta técnica de administracién incluyen
el uso de vehiculos tales como un ligando de proteina o un anticuerpo monoclonal.

La administracién local mediante aplicacion directa incluye el uso de aplicaciones tépicas. Un ejemplo de una
administracién local mediante aplicacion directa es la aplicacién del agente farmacéutico directamente sobre el injerto
de bypass arterial durante el procedimiento quirtdrgico.

La restenosis es un problema clinico importante después de una intervencién coronaria con el implante de una
céanula intraluminal coronaria. En este escenario, el muisculo liso que recubre la arteria coronaria afectada experimenta
hiperplasia y proliferacién, debido a una hipoxia transitoria o a una respuesta inflamatoria (o una combinacién de
estos factores) como resultado de la intervencion. La proliferacién de las células de musculo liso vascular depende
estrechamente de la via de sefializacion de la PI-3-quinasa - AKT - mTOR. Ademas, la sefializacién a través de la PI-
3-quinasa - AKT parece inhibir la apoptosis de las células de misculo liso, que también incrementaria la masa de la
capa de musculo liso en la arteria lesionada.

Basandose en las evidencias anteriores, parece que un inhibidor de la PI-3-quinasa inhibird el crecimiento y la
supervivencia de las células de musculo liso cuando se impregnan sobre el dispositivo de cdnula intraluminal. Ademas,
los inhibidores de la PI-3-quinasa también inhibirian la respuesta inflamatoria local al implante, que podria ser un
factor favorable para el injerto de una cdnula intraluminal o de otro implante bioprostético de larga duracién. En
principio, los derivados de la wortmannina podrian ser agentes ideales para inducir un bloqueo temporal de la via de
la PI-3-quinasa - AKT - mTOR en el microentorno local que rodea la cdnula intraluminal implantada.

Se entiende que los ejemplos y formas de realizacion descritos en el presente documento son sélo con fines ilus-
trativos y que personas expertas en la materia sugeriran diversos cambios o modificaciones en vista de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula:

2. Un compuesto de férmula:

3. El compuesto segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, para su uso en el tratamiento del céncer.

4. El compuesto segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, para su uso en la inhibicién de la actividad PI-
3-quinasa en mamiferos.

5. Una formulacién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 2 y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un implante bioprostético constituido de un cuerpo recubierto con un compuesto que inhibe una respuesta
inflamatoria, teniendo dicho compuesto la férmula general de la reivindicacién 1 6 2.
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FIG. 1
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Wortmannina y sus analogos frente al cadncer de colon HT-29 en humanos
(8 ratones por grupo)

2500
4 control
~@—wortmannina 0,7 mg/kg x 8 dia
2000 - —8--wortmannina0,9 mg/kg x 9dia
t —4—DIM2-168 Smg/kg x 9 dias
é —o—DJM2-181 12mg/kg x 9 dia
o —a—DJM2-181 17mgkg x 9 dia
£ 15001
3 —o—DIM2-167 7TmgAg x 9 dia
3 —8—DJM2-187 13mg/kg x 9 dia
k-]
2 1000
3
E
=4
£
3 500
4
0 T 15 f 1 L ¥ ¥ L
0 5 10 15 20 25 30
Dias después de la inyeccién de las células
*_Separados aleatoriamente el dia 6 F 16.5

" e inicio de la inyeccién def farmaco
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e Reduccion del WBC a la MTD
R Toxicidad hepatica a la MTD

W Reduccion del WBC/toxicidad hepatica

FIG. 9
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