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DESCRIPCION

Oxido nitrico del &cido (S,R)-3-fenil-4,5-dihidro-5-isoxazolacético y uso del mismo como agente antiviral y
anticancerigeno

Antecedentes de lainvencion

El 6xido nitrico (NO) es una molécula altamente reactiva implicada en numerosos procesos fisiologicos y
patolégicos. El papel del NO en la vasodilatacion, neurotransmision e inmunidad es complejo en muchos aspectos
(Tarr 2006). Esta molécula se conoce también como el principal protagonista en respuestas inmunitarias
antitumorales no especificas (Roshni 2003). Sin embargo, estudios recientes muestran que la interaccion con células
cancerosas es mas compleja de lo que se creia que era antes. El NO puede inhibir, pero también promover,
metastasis y expansion tumorales (Tarr 2006, Lechner 2005). El desenlace de las interacciones tumor-NO depende
de la fuente de NO, el tipo de célula expuesta, la localizacion del NO dentro de la célula, la duracién de la exposicion
a NO y la presencia de otras especies de radicales libres con las cuales el NO puede interaccionar (Tarr 2006). En
general, el NO producido por las células NK y los macréfagos del huésped media la respuesta antitumoral (Roshni
2003). Por el contrario, se atribuye el papel protumorigénico del NO al potencial intrinseco de las células tumorales
para generar esta molécula y por consiguiente autorregular su propio crecimiento (Lechner 2005). EI NO influye
directamente en el crecimiento de células tumorales a través de la donacion de electrones y la reaccién con metales
de transicién tales como hierro, zinc y cobre y por tanto modifica la actividad del factor transcripcional y enzimatica.
A través de la generacion de nuevos radicales, el NO media indirectamente la destruccién adicional de componentes
celulares (Li 2005, Tarr 2006, Lechner 2005).

Varios agentes antitumorales activos estan disponibles actualmente; sin embargo, el disefio de farmacos contra el
cancer todavia es un gran desafio para numerosos cientificos. La blsqueda tiene como objetivo hallar sustancias
con eficacia mejorada, efectos secundarios reducidos y vias de administracion adecuadas. Un enfoque terapéutico
novedoso de interés particular en la prevencién y/o el tratamiento del cancer esta representado por farmacos
antiinflamatorios no esteroideos donadores de NO (NO-AINE).

Los NO-AINE consisten en AINE a los que esta unido de manera covalente un grupo donador de NO a través de un
espaciador alifatico o aromatico (véase Rigas y Kashfi 2004). Aunque estos farmacos comparten algunas
propiedades farmacoldgicas con sus compuestos originales, los datos actuales sugieren que su modificacion
estructural es responsable de la potencia aumentada y la toxicidad reducida (Keeble 2002).

Los NO-AINE son eficaces en la enfermedad de Alzheimer y en enfermedades cardiovasculares, reumatoldgicas y
pulmonares(Del Soldato et al 1999). La combinacion de la propiedad de inhibicién de la ciclooxigenasa de los AINE
con el potencial tumoricida del NO hace que estos farmacos sean un candidato perfecto para el tratamiento de
enfermedades malignas (véase Rigas y Kashfi 2004).

Se ha demostrado que diferentes NO-AINE afectan al crecimiento de células cancerosas tanto in vitro como in vivo.
Estos farmacos tienen un fuerte potencial proapoptético y antiproliferativo frente a células cancerosas de vejiga
humana, colon, préstata, pulmén, pancreaticas y de lengua y lineas celulares de leucemia (Kashfi et al 2003, Yeh
2004, Huguenin 2005, Huguenin 2004a, Huguenin 2004b, Gao 2005, Nath 2004, Spiegel 2005). Ademas, NO-
aspirina y NO-indometacina son eficaces frente a la cancerogénesis gastrointestinal en ratas y ratones (Bak 1998,
Williams 2004, Rao). La aspirina donadora de NO previno el cancer pancreéatico en un modelo de tumor de hamster
(Ouyang 2006). Los mecanismos exactos responsables de la accién de estos farmacos aln no se entienden por
completo, pero se cree que las posibles dianas son NF-«B, ciclooxigenasa y NO-sintasa inducible (Rigas rew 2004).

Recientemente se ha mostrado que un compuesto de isoxazolina, el acido (S,R)-3-fenil-4,5-dihidro-5-isoxazol-
acético (VGX-1027) tiene fuertes propiedades inmunomoduladoras. VGX-1027 protege a los ratones frente a los
efectos letales de LPS a través de la inhibicion de la sintesis de TNF-a de los macréfagos y/o las células T
(Stojanovic et al en impresion). Ademas, la administracion de VGX-1027 a ratones NOD con formas aceleradas o
espontaneas de diabetes o con diabetes inmunoinflamatoria inducida con multiples dosis bajas de estreptozotocina,
reduce significativamente la evolucién de la diabetes (Stosic-Grujicic et al 2006).

El documento WO 2006/097273 da a conocer derivados del acido 4,5-dihidro-3-fenil-5-isoxazol-acético para el
tratamiento de enfermedades inmunoinflamatorias, cancer, isquemia-reperfusion, hepatitis.

El  documento WO 95/24398 da a conocer 3-[3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenil]-4,5-dihidro-N-hidroxi-5-
isoxazolacetamida para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y SIDA.

Descripcion de lainvencién

La presente invencion se refiere a un compuesto de isoxazolina de formula (1)
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también denominado a continuacidon en el presente documento (GIT27-NO), que puede sintetizarse segun el
siguiente esquema.
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El compuesto (I) demostré ser eficaz como agente antiviral y antitumoral y en la prevencion y el tratamiento de
Ulcera gastrica en modelos de animales. Por tanto, puede usarse para la preparacién de composiciones
farmacéuticas antivirales y antitumorales asi como para composiciones disefiadas para tratar Ulceras
gastrointestinales, choque hemorragico y dafio de organos asociado con isquemia-reperfusion que pueden
prepararse con excipientes y/o vehiculos y segin procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Las
composiciones farmacéuticas, composiciones parenterales, orales y topicas, asi como colirios para el tratamiento de
infecciones virales del ojo.

El objeto de la presente invencién es también un método para el tratamiento de patologias tumorales e infecciones
virales que comprende la administracion de una cantidad eficaz de compuesto (ll); la dosis y el momento de
administracion los determinara el médico segun las necesidades del paciente.

La invencion también se refiere al precursor del compuesto (l), el compuesto de féormula (11)
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que también puede liberar NO y ha demostrado ser eficaz como agente antiviral y antitumoral.
La invencion se ilustrara ahora en mayor detalle en la siguiente seccién experimental.
SECCION EXPERIMENTAL

QUIMICA
o 1. NaNOa, HeO HON NOH
t)“‘? 2. NHzOH.HCI, Hz0
Se llevé a cabo esta reaccion segun el procedimiento dado a conocer en: Tetronic acids and derivatives; Part VI. A

convenient synthesis of new 4-oxo-2-phenyl-2H-4,6-dihydrofuro[3,4-d]triazole and 4-oxo-4,6-dihydrofuro[3,4-
c]furazan systems. Parick Pollet, Suzanne Gelin. Synthesis 1979, 977-979.
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Se afiadi6 en porciones nitrito de sodio (6,9 g, 100 mmoles) a una disolucién con agitacion de &cido tetrénico (10 g,
100 mmoles) en HCI 3 M (60 ml). Se agit6 la disolucion de color purpura durante 15 min. a temperatura ambiente y
luego se afiadié gota a gota a una disolucion con agitacidon vigorosa de clorhidrato de hidroxilamina (13,9 g, 200
mmoles) en agua (150 ml). La coloracién purpura se desvanecié gradualmente a temperatura ambiente y precipitd
3,4-bis[hidroxilimino]-2-oxotetrahidrofurano (9,11 g, 63%) como agujas blancas.

HON.  NOH Pb(OAC) 1. 0
CHyCl, MeOH A~
o° ©

Se llevo a cabo esta reaccién segun el procedimiento dado a conocer en el documento DE4401150A1.

En una mezcla de 3,4-bis[hidroxilimino]-2-oxotetrahidrofurano (5,5 g, 38,2 mmoles), CH,Cl, (60 ml) y metanol (21 ml)
se afiadié Pb(OAc)s (16,9 g, 38,2 mmoles) a 5-10°C. Tras agitar a temperatura ambiente durante 2 h, se afiadio
trietilamina (5 ml, 38,2 mmoles) y se agité durante 30 min. mas. Se afiadi6 CH,Cl, (150 ml) y se lavd con agua la
mezcla. Se secé con Na,SO,4 el extracto de CH,Cl, y se concentré a vacio. Se agitd el residuo con acetato de
isopropilo y se filtré y se recristalizo el filtrado en acetato de isopropilo produciendo éster 4-hidroximetil-2-oxifurazan-
3-carboximetilico (1 g, 15%). *H-RMN (300 MHz, C3DsO) & 3,94 (3H, s), 4,85 (2H, s). *C-RMN (75 MHz, C3DgO) &
52,6, 56,2, 107,9, 156,9, 157,8.

0 0
Ho’ﬁr-‘\/‘U\OMe NH3, MeOH HO’W—-\\)_‘L NHgy
N_ N.q N .

A éster 4-hidroximetil-2-oxifurazan-3-carboximetilico (611 mg, 3,51 mmoles) se le afiadi6 amoniaco 2 M en MeOH
(25 ml). Se agité la disolucion durante 2 h a temperatura ambiente. Se concentr6 a vacio la mezcla de reaccion
produciendo amida del &cido 4-hidroxi-2-oxifurazan-3-carboxilico (551 mg, 98%). '"H-RMN (300 MHz, C3Dg0O) 6 4,80
(2H, s). ®*C-RMN (75 MHz, C3D0) & 56,1, 111,3, 157,1, 158,8.
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A una disolucion con agitacion de la amida del acido 4-hidroxi-2-oxifurazan-3-carboxilico (170 mg, 1,07 mmoles),
acido (3-fenil-4,5-dihidro-isoxazol-5-il)-acético (262 mg, 1,28 mmoles) y DMAP (65 mg, 0,53 mmoles) en CH,Cl,
(10 ml), se le afiadié DCC (264 mg, 1,28 mmoles). Tras agitar a temperatura ambiente durante 24 h, se afiadio dietil
éter (50 ml) y se filtr6 la mezcla a través de Celite. La concentracion del filtrado seguida por cromatografia en
columna ultrarrapida (EtOAc:hexano 4:1) del residuo produjo el éster deseado (356 mg, 96%). 'H-RMN (300 MHz,
C3Dg0) 6 2,78 (d, J= 5 Hz, 1H), 2,91 (d, J= 5 Hz, 1 H) 3,30 (d, J= 8 Hz, 1 H), 3,62 (d, J= 8 Hz, 1 H), 5,14 (m, 1H),
5,48 (s, 2H), 7,42 (m, 3H), 7,68 (d, J=8Hz, 2H). "*C-RMN (75 MHz, C3DsO) & 39,2, 39,4, 57,1, 77,5, 110,7, 126,6,
128,7, 130,0, 154,9, 155,8, 156,5, 169,3.
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piridina, THF

Se afiadi6 gota a gota anhidrido trifluoroacético (0,3 ml, 2,02 mmoles) a una disolucién con agitacién y enfriada con
hielo-sal del éster 4-carbamoil-5-oxifurazan-3-ilmetilico del acido (3-fenil-4,5-dihidro-isoxazol-5-il)-acético (348 mg,
1,01 mmoles) y piridina seca (0,15 ml, 2,02 mmoles) en THF (10 ml). Se retiré el bafio de enfriamiento, y se continud
con la agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Se vertid la mezcla de reaccion en agua, se acidifico con
HClae) al 10% y se extrajo con EtOAc. Se secaron las fases organicas combinadas con Na;SOa4 y se evaporaron
produciendo un residuo que se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida para obtener el nitrilo deseado (275 mg,
83%). 'H-RMN (300 MHz, CDCls) 6 2,79 (d, J= 5 Hz, 1H), 2,93 (d, J= 5 Hz, 1 H), 3,12 (d, J= 8 Hz, 1 H), 3,55 (d, J=
8 Hz, 1H), 5,11 (m, 1 H), 5,29 (s, 2H), 7,38 (m, 3H), 7,59 (d, J= 8 Hz, 2H). "*C-RMN (75 MHz, CDCls) & 39,2, 40,2,
56,2, 76,2, 96,5, 105,2, 126,8, 128,9, 130,6, 152,5, 156,8, 169,2.
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FARMACOLOGIA

Se estudié el efecto antitumoral tanto del compuesto original como del compuesto conjugado con NO (1) in vitro
sobre las lineas celulares de fibrosarcoma murino L929, melanoma murino B16 y astrocitoma de rata C6, asi como
en un modelo in vivo de melanoma en ratones C57BL/6.

Materiales y métodos
Reactivos, células y animales

Se obtuvo naranja de acridina de Labo-Moderna, Francia. El éster succidinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina (CFSE) procedia de Molecular Probes (Eugene, EE.UU.). Bis-tirffostina procedia de ICN
Biomedicals (Irvine, CA). Todos los demas productos quimicos utilizados en los experimentos se adquirieron de
Sigma (St. Louis, EE.UU.). G1T27-NO se almacend a + 4°C a una concentracion de 5 ug/ml en DMSO al 2,5% en
H>O y se diluy6 con el medio de cultivo inmediatamente antes de su uso. Los cultivos de células control contenian la
misma cantidad de DMSO que la disolucion con la mayor concentracion de GIT27-NO usada en el experimento.

La linea celular de glioma de rata C6 fue un amable obsequio del Dr. Pedro Tranque (Universidad de Castilla-La
Mancha, Albacete, Espafia), la linea celular de melanoma murino B16 fue un amable obsequio del Dr. Sinisa
Radulovic (Instituto de Oncologia y Radiologia de Serbia, Belgrado, Serbia) mientras que el fiborosarcoma murino
L929 se obtuvo de la Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales (Salisbury, R.U.). Se hicieron crecer las
células en medio RPMI 1640 tamponado con HEPES complementado con un 5% de FCS, glutamina 2 mM, un
0,01% de piruvato de sodio, 2-mercaptoetanol 5 x 10° M y antibiéticos (medio de cultivo) a 37°C en una atmosfera
humidificada con un 5% de CO. Tras tripsinizacion convencional, se sembraron las células a una concentracion de
10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos, de 2x10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos 0 a 3x10*
células/pocillo en un portaobjetos con cdmara de 4 pocillos, se cultivaron durante la noche, y luego se expusieron al
compuesto de prueba.

Los ratones C57BL/6 consanguineos procedian de las propias instalaciones en el Instituto para la Investigacion
Bioldgica “Sinisa Stankovic” (Belgrado, Serbia) y se mantuvieron en condiciones de laboratorio convencionales
(libres de patdgenos no especificos) con libre acceso a alimentos y agua. La manipulacion de los animales y el
protocolo del estudio fueron seguin directrices internacionales y aprobadas por el Comité Institucional para el Uso y
Cuidado de Animales local.

Tincién con MTT, VC y CFSE

Se sembraron las células en placas de 96 pocillos de fondo plano (104 células/pocillo) en un volumen final de 200 pl
de medio de cultivo, se incubaron durante la noche, luego se trataron con diferentes concentraciones del compuesto
de prueba. Tras una incubacién durante 24 h, se valor6 la viabilidad celular usando la prueba del bromuro de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT), basada en la reduccién dependiente de mitocondrias de MTT para dar
formazéan, o mediante tincidon con violeta cristal (VC) de las células adherentes, tal como se describié previamente
(Mijatovic et al CMLS 2004). Los resultados se presentan como % de los valores control obtenidos en cultivos no
tratados. También se determind la tasa de proliferacion celular usando un andlisis de citometria de flujo de células
marcadas con CFSE (Kang 2005). Se desprendieron las células, se les afiadi6 CFSE 1,5 uM y se permitié que
estuvieran en reposo durante 15 min. a 37°C, luego se lavaron dos veces y se sembraron en placas de 6 pocillos a
2x10°. Se trataron las células con el compuesto durante 24 y 48 h, se tripsinizaron y se lavaron dos veces.
Finalmente, se resuspendieron las células en PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. Se midié la emision
de fluorescencia verde de células iluminadas con luz de excitacién de 488 nm con un aparato FACS Calibur (BD,
Heidelberg, Alemania) y se analizaron usando el software CellQuest.

Determinacion de muerte celular

Como marcador de la muerte celular necroética, se midi6 la liberacién de la enzima intracelular LDH, que media la
conversion de 2,4-dinitrofenilhidrazina en un precipitado visible de hidrazona en presencia de piruvato. Se
sembraron las células en placas de 96 pocillos de fondo plano tal como se indic6 anteriormente y se realizé el
ensayo tras una incubacion durante 24 h, tal como se describié anteriormente (Decker et al). Se determiné el
porcentaje de células muertas usando la siguiente formula: [(E - C)/(T - C)] x 100, en la que E es la absorbancia
experimental de los cultivos tratados medida a 492 nm, C es la absorbancia de los sobrenadantes de células no
tratadas control, y T es la absorbancia correspondiente a la liberacion maxima (100%) de LDH de células lisadas con
Triton. Se llevaron a cabo el analisis del ciclo celular y la deteccion de apoptosis exactamente tal como se describe
en la bibliografia (Mijatovic CMLS 2005). Se tifieron organulos vesiculares acidos, que caracterizan la autofagia,
mediante el colorante vital naranja de acridina. La intensidad de la fluorescencia roja es proporcional a la acidez y el
volumen de los organulos, mientras que el citoplasma y el nucleolo emiten verde brillante y rojo tenue (Kanzawa
2004). Para la deteccidon de autofagia, se cultivaron las células en placas de 6 pocillos tal como se describid
anteriormente, se desprendieron y se tifieron con naranja de acridina 1 pg/ml durante 15 min. a T.A. Al final del
periodo de incubacion, se lavaron las células y finalmente se resuspendieron en PBS. Se midié la emisiéon de
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fluorescencia verde (510-530 nm) y roja (>650 nm) de 10* células iluminadas con luz de excitacion azul (488 nm)
con un aparato FACSCalibur y se analizaron usando el software CellQuest.

Medicidn de la acumulacion de nitritos y ERO

Se tifieron las células que se hicieron crecer en la placa de 6 pocillos con dihidrorrodamina 123 1 uM (DHR) 20 min.
antes del tratamiento con el compuesto de prueba. Al final del periodo de cultivo, se desprendieron las células, se
lavaron y se resuspendieron en PBS. Se realizé el andlisis de la liberacién de ERO con un aparato FACSCalibur y se
analiz6 usando el software CellQuest Pro (Kaludjerovic 2005).

Se midié la acumulacién de nitritos mediante la reaccién de Griess tal como se describié anteriormente (Mijatovic et
al CMLS 2004).

ELISA basado en células

Se determiné la activacion de MAP cinasas (p38 MAPK, cinasa reguladas por sefiales extracelulares, ERK, y cinasa
Jun N-terminal, JNK) o factor-xB nuclear (NF-xB) por medio de un método de ELISA ligeramente modificado basado
en células de Versteeg et al. (Versteeg 2000). Puesto que las MAP cinasas se activan mediante fosforilacion, y la
fosforilacién de la subunidad inhibidora 1kB es una etapa necesaria para la activacion de NF-xB, se usaron
anticuerpos especificos para formas fosforiladas de MAP cinasas (p-p38, p-ERK y p-JNK) e kB (p-1xB). Se hicieron
crecer las células durante la noche en placas de fondo plano de 96 pocillos en un medio de cultivo que contenia un
0,5% de FCS y luego se trataron con el compuesto de prueba diluido con medio de cultivo convencional. Al final del
periodo de tratamiento, se fijaron las células en paraformaldehido al 4%, se extingui6 la peroxidasa endégena con
H,O, al 1% en PBS que contenia un 0,1% de Triton X-100 (PBST), y se bloqued la unién inespecifica de los
anticuerpos con una disolucién de PBST que contenia un 10% de FCS. Se aplicaron anticuerpos monoclonales
primarios de ratdn especificos para p-ERK, p-p38, p-IJNK, p-IkB (1:200; todos de Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) de rata/raton en PBST complementado con un 2% de albimina sérica bovina (PBSTB), seguido por 1gG
de cabra anti-raton conjugada con peroxidasa secundaria (1:2500 en PBSTB; USB corporation, Cleveland, OH) para
anticuerpos anti-p-ERK, anti-p-JNK y anti-p-1kB, o IgM anti-ratén (1:4000; USB corporation) para la detecciéon de
anticuerpo anti-p-p38. Se llevd a cabo la incubacion con anticuerpos a 37°C durante 1 h. Tras una incubacion de
15 min. con sustrato de peroxidasa TMB y posterior adicién de HCI 0,1 M, se midi6 la absorbancia a 450 nm en un
lector de microplacas automatico. Para permitir la comparacion entre el tratamiento y el control, se corrigieron las
absorbancias resultantes para el nimero de células determinado mediante tincién con violeta cristal, tal como se
describe en el protocolo original. Los resultados se presentan como la expresion relativa en comparacion con el valor
control, que se fij6 arbitrariamente en 1.

Inducciéon de melanoma en ratones C57BLI16 y tratamiento con GIT27-NO

Se indujeron tumores primarios mediante inyeccién subcutanea (s.c) de 2 x 10° células de melanoma B16 en la
region lumbosacra derecha dorsal de ratones C57BU6 singénicos. Se observé diariamente el crecimiento tumoral, y
se inici6 el tratamiento con GIT27-NO a partir del dia en que fue palpable el primer tumor (dia 10). Se prepard
GIT27-NO inmediatamente antes del tratamiento y se aplicé por via i.p. a una dosis de 0,5 mg/raton durante 14 dias
consecutivos. Se observaron los animales hasta el dia 30, luego se sacrificaron y se determind el crecimiento
tumoral mediante mediciones tridimensionales de tumores individuales de cada raton. Se calculd el volumen tumoral
usando la siguiente formula: [0,52 x a x b2], en la que a es el diametro mas largo y b es el mas corto (Smagur et al).

Hepatitis inducida mediante inyecciéon de concanavalina (ConA) en ratones NMRI y tratamiento con Git27-NO

La hepatitis inducida por ConA es un estado inmunoinflamatorio mediado por células similar a diferentes estados
inmunoinflamatorios de enfermedades hepaticas en seres humanos que puede inducirse en ratones mediante una
Unica inyeccion intravenosa de ConA. Esta enfermedad se caracteriza por un notable aumento en los niveles
plasmaticos de transaminasa poco después (8-24 horas) de la exposicion a ConA y la infiltracién simultanea del
higado con neutrdéfilos, macrofagos y células T seguido por apoptosis y necrosis de los hepatocitos.

Se indujo hepatitis mediante inyeccion de ConA (Sigma Chemical, St. Louis, MO) en las venas de la cola en ratones
macho del Instituto Naval de Investigacion Médica (NMRI) de seis a 9 semanas. Se trataron cuatro grupos de
ratones o bien por via i.p. con Git27-NO a las dosis de 0,5 y 1 o bien por via p.o. a 5 mg/ratén o bien con el vehiculo,
-24 y -1 hora antes de la administracion de ConA. Se sacrificaron los animales para la extraccién de sangre 8 horas
después de la inyeccién de Con A y se determind la actividad de alanina aminotransferasa (ALT) en plasma
mediante un ensayo fotométrico convencional usando un analizador bicromatico.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medias +/- D.E. de observaciones por triplicado de un representante de al menos
tres experimentos con resultados similares, a menos que se indique lo contrario. Se valor6 la significacion de las
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diferencias entonces entre diversos tratamientos mediante un analisis de la varianza (ANOVA), seguido por la
prueba de Student-Newman-Keuls o la prueba de la U de Mann-Whitney para evaluar la eficacia de GIT27-NO in
vivo. Se considerd que era significativo un valor de p inferior a 0,05.

RESULTADOS
Evaluacion de la actividad antitumoral de GIT27-NO frente a VGX-1027

Para evaluar el efecto antitumoral de VGX-1027 y GIT27-NO, se incubaron tres lineas celulares malignas,
astrocitoma de rata C6, fibrosarcoma murino L929 y melanoma murino B16, durante 24 h con diferentes
concentraciones de los farmacos y luego se determind la viabilidad celular mediante las pruebas de MTT y VC. Tal
como se muestra en la figura 1A, el compuesto original VGX-1027 no afect6 a la viabilidad de las células tumorales.
Por otro lado, el tratamiento de las tres lineas celulares con GIT27-NO en el mismo intervalo de concentracion
(figura 1B) provoco una reduccion dependiente de la dosis de la respiracion mitocondrial. Se evalu6 el efecto en
cuanto a la reduccion del nimero de células estimado mediante VC (figura 1C). Por tanto, result6 evidente que la
modificacion quimica de VGX-1027 inactivo dio como resultado un nuevo compuesto con fuerte actividad tumoricida.
Considerando esto, se excluyd VGX-1027 de la investigacion adicional. Para evaluar la relacion entre el efecto
antitumoral del compuesto (I) y su capacidad para liberar NO, se comparé la acumulacién de nitritos en
sobrenadantes de cultivo celular con su cantidad en medios de cultivos solos. Tal como se muestra en la figura 1 D,
GIT27-NO no pudo liberar NO y formar nitritos en ausencia de células, mientras que se observd una cantidad
significativa de nitritos tras el tratamiento de las células. Estos datos sugieren que, a diferencia de los donadores de
NO exdgenos convencionales, GIT27-NO no puede producir la liberacion espontdnea de NO. Para investigar el
papel de NO en la regulacion por disminucion mediada por GIT27-NO de la viabilidad celular, se cultivaron células
tumorales en paralelo con la hemoglobina que elimina NO. La viabilidad de las células tratadas con GIT27-NO en
tales condiciones se restaurd casi por completo, lo que indica la importancia de NO en la citotoxicidad mediada por
farmaco (figura 1 E). Este fendmeno se visualiz6 adicionalmente mediante microscopia Optica (figura 1F).

GIT27-NO induce distintos tipos de muerte celular

Para determinar el efecto antiproliferativo del compuesto (I), se realiz6 un analisis de citometria de flujo de células
teflidas con CFSE durante un cultivo de 24 h con o sin GIT27-NO. A pesar de la disminucién significativa en el
ndmeros de células L929 y B16 viables tras el tratamiento con GIT27-NO (figuras 1B y C), las células se dividieron
casi a la misma frecuencia que las células control no tratadas (tabla 1), lo que indica que la inhibicion de la
proliferacion no es responsable del efecto antitumoral observado. En paralelo, el tratamiento con GIT27-NO afect6 a
la proliferacién de células C6 (tabla 1), lo que sugiere que la reduccion de células viables esta mediada al menos
parcialmente por el efecto citostatico del farmaco sobre esta linea celular. Posteriormente, se analizé la presencia de
diferentes tipos de muerte celular tras el tratamiento de células con GIT27-NO. Se determind la necrosis mediante el
ensayo de liberacion de LDH, basado en la permeabilidad alterada de las células que mueren. Tal como se muestra
en (figuras 2A y B), el tratamiento con GIT27-NO indujo la liberacion de LDH en las tres lineas celulares sometidas a
prueba. La liberacién de LDH fue tanto dependiente de la dosis (figura 2A) como dependiente del tiempo (figura 2B).
Sin embargo, pudo detectarse una cantidad significativa de LDH tras el cultivo durante 18 h con el farmaco, pero no
en puntos de tiempo anteriores, lo que sugiere que el efecto observado podia atribuirse a la fase final de la apoptosis
(necrosis secundaria) mas que a la muerte celular necrética primaria. El analisis del contenido de ADN celular
realizado tras el cultivo durante 24 h con el compuesto (I) revelé una proporcion aumentada significativamente de
células hipodiploides (compartimento subG de células tefiidas con Pl) en cultivos L929 (figura 2C). Por otro lado, el
porcentaje de células C6 y B16 en el compartimento subG tras la incubacién en presencia de GIT27-NO fue inferior
(menor que el 10%) que en los cultivos L929, lo que indica la importancia de otro tipo de muerte celular en la
citotoxicidad mediada por farmaco (figura 2C). Ademas, se observé la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 en
células C6 tratadas con GIT-27NO (figura 2C). Por consiguiente, fueron visibles células con cromatina condensada y
nacleo contraido en cultivos expuestos a farmaco, confirmando la prevalencia de la muerte celular apoptética en
cultivos de L929 en contraposicion a las células B16 y C6 (figura 2D). Por tanto, se analizé la manera alternativa de
muerte celular conocida como muerte celular autofagica en células B16 y C6 tras el tratamiento con GIT27-NO. Para
identificar el desarrollo de autofagosomas acidos tipicos de la autofagia, se realiz6 un analisis de citometria de flujo
de células tefiidas con naranja de acridina. Tal como se muestra en las figuras 3A-C, en ambas lineas celulares
GIT27-NO aument¢ significativamente la intensidad de la fluorescencia roja brillante, lo que muestra el desarrollo de
vesiculas acidas. Para examinar la relevancia de la muerte celular autofagica en la disminucién de la viabilidad de
las células expuestas al compuesto (1), se trataron las células en paralelo con inhibidores autofagicos conocidos,
bafilomicina A (Baf) y 3-metil-adenina (3-MA). 3-MA inhibié el secuestro autofagico a través de la inhibicion de PI-3
cinasa, mientras que Baf, un inhibidor de H*-ATPasa vacuolar, bloqueé la fusién de los autofagosomas con
lisosomas (Kanzawa 2004). Tal como se evalué mediante el ensayo de MTT, se recuper6 la viabilidad de células
tratadas con GIT27-NO, en presencia de ambos inhibidores autofagicos sometidos a prueba, confirmando asi la
contribucion de la muerte celular autofagica en la citotoxicidad de GIT27-NO frente a células B16 y C6 (figura 3E).
Se confirmo la viabilidad restaurada de células C6 en presencia de 3-MA mediante microscopia 6ptica (figura 3F).
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la capacidad de inducir diferentes tipos de muerte celular en
diferentes células cancerosas se basa en la especificidad intrinseca del tipo celular, mas que en las propiedades de
GIT27-NO.
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Tabla 1. Efecto de GIT27-NO sobre la tasa de proliferacion de células tumorales

CFSE? C6 B16 L929

Control R1° 8,37% 2,00% 7,26%

R2° 87,05% 96,58% 88,57%

GIT27-NO | g1 42,53% 6,90% 13,23%

R2 30,75% 90,65% 78,07%

Se tifieron las células con CFSE inmediatamente antes del
tratamiento con GIT27-NO (25 ug/ml). Tras 48 h, se estimé la
divisién celular mediante citometria de flujo.

PR1 = poblacion original

‘R2 = poblacién dividida

La citotoxicidad de GIT27-NO depende de la generacion de ERO

Se sabe que el estrés oxidativo desencadena la muerte celular. Por tanto, se investigé el papel del estrés oxidativo
en la accién citotéxica observada de GIT27-NO. En comparacién con células control, la produccién intracelular de
ERO aumenté notablemente tras el tratamiento de las células con GIT27-NO, tal como se estimé mediante
fluorescencia de DHR intracelular (figuras 4A-C). La neutralizacion de ERO por el eliminador NAC restaur6 la
viabilidad de las células tratadas con GIT27-NO, lo que indica que la liberacion de ERO era responsable al menos
parcialmente del efecto tumoricida del farmaco (figura 4D).

GIT27-NO regula de manera diferencial las rutas de MAP cinasas en las células tumorales C6, B16 y L929

Las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAP) son una familia de serina-treonina cinasas que es critica para
la conversion de sefiales extracelulares en importantes sefiales celulares incluidas en la supervivencia, proliferacion
y muerte (Schindler 2001, Wada 2004, Arbabi 2002). Por tanto, se analiz6 la influencia de GIT27-NO sobre la
activacion de estas rutas de sefializacion. Tal como se determind mediante ELISA basado en células, diferentes
moléculas de sefializacién son dianas en diferentes lineas celulares. En células C6, GIT27-NO indujo la activacion
permanente de ERK1/2 y JNK (figura 5A). Por otro lado, se observé un patron diferente en cultivos de células B16.
Mientras que GIT27-NO no afecto a la activacion de ERK1/2 en células B16, se observ6 una activacion dependiente
del tiempo significativa de JNK y s6lo una ligera activacion de p38 (figura 5B). Finalmente, el tratamiento de L929
con GIT27-NO condujo a una activacién notable y sostenida de ERK1/2 y la activacion transitoria significativa de
p38, sin afectar a la expresion de JNK (figura 5C). En un esfuerzo por valorar la significacion biolégica de la
activacion de MAP cinasa en la reduccion de la viabilidad celular se usaron inhibidores farmacolégicos conocidos de
estas moléculas: PD98059 para ERK, SP600125 para JNK, y SB202190 para la activacion de p38. Antes de la
incubacién con GIT27-NO, se pulsaron las células durante 30 min. con cada uno de estos inhibidores y se estimé la
viabilidad mediante MTT tras 24 h de cultivo. El tratamiento de células C6 con inhibidores especificos de ERK y JNK
(figura 5D), células B16 con inhibidor de JNK (figura 5E), y células L929 con inhibidores de ERK y p38 (figura 5F)
mejoré significativamente la supervivencia de las lineas celulares tumorales, confirmando el papel de estas
moléculas en la citotoxicidad mediada por farmaco. Los datos sugieren por tanto que la capacidad de GIT27-NO
para desencadenar diferentes moléculas en la cascada de sefalizacion esta determinada principalmente por el tipo
celular. Para examinar la influencia de moléculas de sefializacién aguas arriba se trataron las células con el inhibidor
de proteina tirosina cinasa (PTK), tirfostina, en paralelo con GIT27-NO. Tal como se muestra en la figura 5G, la
inhibicion de PTK restaurd casi por completo la viabilidad de todas las lineas celulares sometidas a prueba, lo que
indica la misma posicién de la diana de la accion farmacolégica. Se visualiz6 el efecto de tirfostina sobre células C6
tratadas con GIT27-NO mediante microscopia 6ptica (figura 5H).

GIT27-NO inhibe el crecimiento tumoral en ratones C57BL/6 que portan melanoma B16

Habiéndose demostrado las propiedades citotoxicas de GIT27-NO in vitro, se evaluaron sus propiedades
antitumorales in vivo en ratones que portaban melanoma B16. Tal como se ilustra en la tabla 2, un tratamiento de
ciclo corto con GIT27-NO (0,5 mg/raton/dia durante 10 dias), iniciado en el dia 10 tras la implantacion del tumor
cuando fue palpable el primer tumor, se asocié con una reduccion significativa del crecimiento tumoral en
comparacion con animales control sin tratar. El efecto fue estable incluso tras la interrupcion de la administracion de
GIT27-NO. So6lo murieron 2 animales en el grupo control, mientras que todos los animales tratados con GIT27-NO
sobrevivieron 30 dias del periodo de seguimiento (no mostrado). Tomadas en conjunto, las propiedades citotéxicas
de GIT27-NO hacia las células de melanoma B16 se asocian con sus efectos antitumorales in vivo.
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Tabla 2. Efectos del tratamiento con GIT27 in vivo sobre el crecimiento tumoral de melanoma B26

Grupo Numero de animales Volumen tumoral medio®
Control 27 2,9746,4
GIT27-NO 25 0,82+1,2*

#Se determinaron los volimenes tumorales al final del periodo de seguimiento (30
dias después de la implantacion de células de melanoma B16) y se calcularon tal
como se indic6é en Materiales y métodos.

*p<0,05, se refiere a animales control tratados s6lo con vehiculo.

GIT27-NO reduce los niveles en sangre de ALT-glucosa en hepatitis inducida por ConA

A todas las dosis sometidas a prueba, el tratamiento profildctico con Git27-NO redujo significativamente los niveles
en sangre de ALT-glucosa en comparacion con ratones tratados con vehiculo.

80000 .
WGIT27N00,5 mg/ratén i.p
7000,0 - P
EGIT27NO 1 mg/ratéh i.p.
600008 1| T 27ND 5 mg/ratén v.o.
-5 50000 1 8DMSOM20
E’ 40000
o
© 30000
2000,0 5 2
-
1000,0 1
00 4

*p=0,05; *p<0,M1 frente a vehiculo

Discusioén

Este estudio muestra que la modificacion quimica de VGX-1027 permite obtener un compuesto donador de NO
novedoso con fuerte potencial tumoricida. El tratamiento de tres lineas celulares diferentes, fibrosarcoma murino
L929, astrocitoma de rata C6 y melanoma B16 con la sustancia modificada GIT27-NO condujo a una reduccién
drastica de su viabilidad. En cambio, el compuesto original VGX-1027 no afect6 al crecimiento de células tumorales
en el mismo intervalo de concentraciéon o mayor (datos no mostrados) que GIT27-NO. Los efectos antitumorales de
GIT27-NO no estdn mediados por sus efectos citostaticos sino que mas bien se basan en su capacidad para
desencadenar la cascada de acontecimientos intracelulares que da como resultado la induccién de la muerte celular.
Sin embargo, la linea celular C6 representd una excepcion, puesto que GIT27-NO provoco la detencion de la
division celular en la fase GO/G1. Numerosas evidencias revelaron fuertes propiedades antineoplasicas de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos modificados mediante la unién covalente de NO (Rigas 2004). Por ejemplo, se
observo una reduccion significativa del crecimiento de células de cancer humano de vejiga, prostata, colon y células
de leucemia Jurkat tras el tratamiento con diferentes NO-AINE (Kashfi et al 2003, Yeh 2004, Huguenin 2005,
Huguenin 2004, Huguenin 2004, Gao 2005, Nath 2004, Spiegel 2005). Se observé que la disminucién de la
viabilidad de las células estuvo seguida por la liberacién de LDH que se considera una caracteristica tipica de la
muerte celular necrética. Sin embargo, se observé necrosis tras una incubacién de 18 h en presencia del farmaco lo
que sugiere que la liberacion de LDH podria atribuirse principalmente a apoptosis secundaria mas que a necrosis
primaria. El mecanismo mas frecuente en la accién de farmacos anticancerigenos es la induccidon de apoptosis
(Ferreira 2002). Hay muchas evidencias de resistencia de células tumorales a la muerte celular apoptética (Kim
2005). Este fenédmeno podria explicarse mediante la sobreexpresion de moléculas de sefializacion con propiedades
antiapoptoticas (Gabriel 2003). Una caracteristica extremadamente interesante de GIT27-NO es su potencial para
adaptar el mecanismo tumoricida a la especificidad celular. La linea celular L929, que es de origen mesodérmico, se
murié principalmente a través de apoptosis. De acuerdo con esto, se notificd que NO-aspirina puede inducir
apoptosis en células cancerosas de colon, mientras que el otro farmaco, NO-sulindaco es responsable de la muerte
apoptética de carcinoma de vejiga y prostata (Gao 2005, Huguening 2004). A diferencia de las células L929, sélo se
detectd una pequefia cantidad de células hipodiploides en las células B16 y C6 tratadas con GIT27-NO. Por otro
lado, GIT27-NO indujo autofagia en cultivos de las lineas celulares C6 y B16. La induccion de autofagia como un
modo de accidn de la radiacion y los farmacos anticancerigenos, tales como tamoxifeno, aloe-emodina, triéxido de
arsénico y otros se notificd recientemente (Mijatovic 2005, Kanzawa 2004, 2003, Bilir, Paglin, Gorka). El tratamiento
de células con inhibidores especificos, 3-MA y bafilomicina A restaura la viabilidad celular, confirmando que en estas
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condiciones la autofagia actia como mecanismo de destruccion mas que de salvamento. El rescate eficaz de las
células frente a la toxicidad inducida por GIT27-NO mediante el inhibidor conocido de PI-3K, 3-MA, sefial6 la
importancia de esta ruta, que podria ser objeto de investigacion adicional. Estan bien documentadas las
interacciones entre la muerte celular apoptotica y autofagica. Estos dos tipos de muerte celular podrian coexistir en
la célula y, dependiendo de las circunstancias, podrian desencadenarse o inhibirse entre si (Kim 2006). Sin
embargo, aunque aloe-emodina se considera un agente de induccidon apoptética, se ha descubierto que este
farmaco actla preferentemente a través de la induccion de muerte celular autofagica en lineas celulares de glioma
(Pecere 2000, CMLS 2005). Resulta interesante que GIT27-NO no pueda liberar espontaneamente NO, como lo
hacen los donadores exdgenos, pero en presencia de células pudo detectarse una cantidad significativa de nitrito.
Por tanto, es obvio que para la liberacion de NO, GIT27-NO requiere el contacto con células. Ademas, la
hemoglobina que elimina NO neutralizé casi por completo el efecto de este compuesto, confirmando el papel crucial
de NO en la supresion del crecimiento tumoral. Se sabe que NO es una especie altamente reactiva con fuerte
afinidad por grupos tiol de aminoécidos libres, péptidos o proteinas, propiedades de donacién de electrones y/o
capacidad para formar nuevos radicales libres (Schindler 2001). Se mostré previamente que ERO y ERN median la
muerte celular apoptoética y autofagica (Li 2005, Kanzawa 2004, Erdal 2005). El tratamiento de células con VGX-
1027 no liber6 ERO (datos no mostrados) mientras que se determinaron cantidades significativas de ERO en
presencia de GIT27-NO. DHR también detectd peroxinitrito, que es el producto de reaccion de O, y NO y es
realmente una de las moléculas mas reactivas y destructoras (Lechner 2005, Li 2005). Resulta evidente que la
liberacion de NO desencadené la produccion de radicales reactivos, y como consecuencia, condujo a la reduccion
de la viabilidad celular, lo que se verifico adicionalmente mediante tratamiento con el antioxidante NAC. En linea con
este estudio, Gao et al. mostraron que la aspirina donadora de NO inducia apoptosis en células cancerosas de colon
humano a través de la induccion de estrés oxidativo. (Gao PNAS). Ademas, se sabe que NO modula drasticamente
la actividad de enzimas y factores de transcripcion y, por consiguiente, altera rutas de sefializacién celular
implicadas en la regulacién de los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Schindler 2001). El
efecto antitumoral de la aspirina donadora de NO est4 mediado por la activacion de MAP cinasas (Hundley 2005).
Estos autores notificaron que el farmaco donador de NO activd JNK y p38 en células cancerosas de colon y por
tanto condujo a la activacion del complejo AP-1, mientras que la inhibicion de estas cinasas por inhibidores
especificos bloqued parcialmente el efecto citotoxico del farmaco. GIT27-NO modifica de manera diferencial la
actividad de miembros de la familia de MAP cinasas dependiendo del tipo celular. Mientras que en las células L929
GIT27-NO indujo una fuerte regulacion por incremento dependiente del tiempo de ERK1/2, seguido por la regulacion
por incremento transitoria de p-38, el tratamiento de células B16 con el mismo agente dio como resultado una fuerte
fosforilacion de JNK y sélo un ligero aumento de p38. Las células de glioma C6 regularon por incremento
simultdneamente JNK y ERK durante el tratamiento, mientras que la actividad de p38 no se vio afectada. Se plantea
la hip6tesis de que la variacion de la respuesta celular a GIT27-NO esta relacionada con el mecanismo de muerte
celular. Se sabe que la fuerte activaciéon de ERK1/2 en células L929 inducida por cisplatino conduce las células a
apoptosis, y su supresion neutralizé el potencial antitumoral del farmaco. Por tanto, ERK1/2 regulado por incremento
podria ser el posible motivo para la apoptosis preferente de las células L929 tras el tratamiento con GIT27-NO.
Merece la pena mencionar que la inhibicion de PTK en las tres lineas celulares sometidas a prueba contrarresto la
citotoxicidad del farmaco. Esto puso de manifiesto que la accion farmacoldgica era la misma al principio y que
podrian resultar diferencias de la activacién de diferentes rutas de sefializacion en cada linea celular. Ya se ha
mencionado que los NO-AINE son una clase sumamente prometedora de farmacos para varios trastornos,
incluyendo el cancer (Rigas 2004 rew). Los NO-AINE previnieron la carcinogénesis intestinal en ratones Min, modelo
de rata de cancer de colon y también cancer pancreatico en un modelo de tumor de hamster (Ouang, Bak, Williams,
Rao). Debe resaltarse que GIT27-NO suprimié significativamente el crecimiento de melanoma B16 en ratones
C57BUSG. La transformacion funcional del compuesto original determiné intensas propiedades tumoricidas mediadas
principalmente por NO. La capacidad de adaptacion del mecanismo de accion para cada tipo de células tratadas es
ventajosa en comparacion con otros farmacos quimioterapicos. Estos resultados podrian ser un punto de partida
para la investigacion adicional de posibles usos terapéuticos del compuesto (I).

Descripcion de las figuras

Figura 1. GIT27-NO regula por disminucién la viabilidad de células tumorales a través de la liberacion de NO. Se
trataron células de melanoma B16, fibrosarcoma L929 y astrocitoma C6 (1 x 104/pocillo) con diferente concentracion
de o bien VGX-1027 o bien GIT27-NO. Tras cultivo durante 24 h se determind la viabilidad celular mediante la
prueba de MTT (A, B) y VC (C). Se detecté acumulacion de nitritos en medios de cultivo (D) tras el tratamiento
durante 24 h de células C6 en presencia de GIT27-NO, o en las diluciones indicadas de GIT27-NO sin células. Se
realizaron el ensayo de MTT (E) y analisis de microscopia optica (F) de células C6 tratadas durante 24 h con
hemoglobina (12,5 uM) en paralelo con GIT27-NO (25 mg/ml) tras la incubaciéon durante 24 h. Los datos se
presentan como la media + D.E. de representantes de tres experimentos independientes. *p<0,05, se refiere a
cultivos no tratados.

Figura 2. Diferente eficacia citotéxica hacia células C6, B16 y L929 y cinética de GIT27-NO. (A) Se incubaron las
células con diferentes dosis de GIT27-NO durante 24 h, o alternativamente (B) con 25 ug/ml de GIT27-NO para la
evaluacion cinética y se realiz6 el ensayo de liberacion de LDH (*p < 0,05). (C) Tras una incubacion durante 24 h con
25 ug/ml de GIT27-NO, se tifieron las células con Pl y se analiz6 el ciclo celular mediante citometria de flujo. (D) Se
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trataron las células con 25 pg/ml de GIT27-NO durante 24 h, y se examin6 la morfologia nuclear caracteristica de la
apoptosis (flechas) mediante microscopia de fluorescencia tras la tincién con PI.

Figura 3. GIT27-NO induce la muerte celular autofagica en células B16 y C6. (A-D) Tras cultivo durante 24 h sin o
con GIT27-NO (25 pg/ml), se tifieron células B16 y C6 con naranja de acridina y se analizaron mediante citometria
de flujo para determinar la presencia de vesiculas autofagicas acidas de color rojo anaranjado. (E) Se incubaron las
células sin o con GIT27-NO (25 pg/ml), 3-MA (1 mg/ml), y/o Baf (0,5 uM) durante 24 h, tal como se indica, y se
realizd el ensayo de MTT. *p<0,05 se refiere a un control adecuado. (F) Micrografias épticas de células C6
incubadas durante 24 h sin (control) o con GIT27-NO (25 pg/ml) y/o 3-MA (1 mg/ml).

Figura 4. Participacion de ERO en la accion citotoxica de GIT27-NO. (A-C) Se incubaron las células en ausencia
(control) o presencia de GIT27-NO (25 ug/ml) y se detectd la produccion de ERO mediante citometria de flujo de
fluorescencia de DHR tras 24 h. (D) Se determind la viabilidad de células incubadas sin o con GIT27-NO (25 pg/ml)
en presencia o ausencia de antioxidante NAC (2,5 uM) tras 24 h mediante el ensayo de MTT. *p<0,05, se refiere a
un control adecuado.

Figura 5. GIT27-NO regula de manera diferencial la activacion de MAP cinasas y PTK. (A-C) Se incubaron las
células con 25 pg/ml de GIT27-NO y se valor6 la activacion de JNK, ERK, y p38 MAPK mediante ELISA basado en
células en los puntos de tiempo indicados. Los datos se presentan como las veces de aumento con relacion a los
valores obtenidos en cultivos control no tratados en el punto de tiempo 0 (*p < 0,05). (D-G) Se incubaron las células
sin (control) o con GIT27-NO (25 ug/ml) en presencia o ausencia de los inhibidores especificos PD98059 (PD,
50 uM), SP600125 (SP, 0,75 uM), SB202190 (SB, 20 uM) o tirfostina (Tyr, 5 uM) y se realizd el ensayo de MTT tras
una incubacién durante 24 h. *p<0,05 se refiere a un control adecuado. (G) Micrografias Opticas de células C6
incubadas durante 24 h sin (control) o con GIT27-NO (25 pg/ml) y/o de Tyr (5 uM).
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REIVINDICACIONES

Compuesto de formula (1)

Compuesto de formula (Il)
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Composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto segin la reivindicacion o 2 en mezcla con
vehiculos y/o excipientes adecuados.

Compuesto de férmula | para el tratamiento de tumores.
Compuesto de formula | para el tratamiento de infecciones virales.

Compuesto de formula | para el tratamiento de acontecimientos inmunoinflamatorios del higado tales como
los que se producen durante hepatitis B y C aguda o crénica asi como hepatitis autoinmunitaria.

Compuesto de formula | para el tratamiento de Ulcera gastrica, choque hemorragico y varios estados
asociados con dafio tisular durante isquemia-reperfusion y estados asociados.
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Fig. 3
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Fig. 5
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