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DESCRIPCION
Derivados de ciclopenta[g]quinazolina para el tratamiento de la artritis reumatoide o la leucemia mielocitica aguda
Antecedentes de la invencién

La presente invencion se refiere a la utilizacion de derivados de ciclopenta[g]quinazolina. Mas particularmente se
refiere a derivados de ciclopenta[g]quinazolina para el tratamiento de la leucemia mielocitica aguda (LMA).

Se han desarrollado derivados de ciclopenta[g]lquinazolina que presentan un buen nivel de actividad tanto en cuanto
a su capacidad para inhibir la timidilato sintasa (TS) como también en cuanto a su actividad anticancerosa contra
varias estirpes celulares.

El documento WO 94/11354 Al (British Technology Group Limited) describe compuestos triciclicos de formula:

R\
O N—Ar
R:]
o)

en la que R'es hidrégeno, amino, alquilo Ci.4, alcoxi Ci.4, hidroxialquilo C1.4 o fluoroalquilo Ci.s;
R? es hidrégeno, alquilo C1.4, alquenilo Cs.4, alquinilo Cs.4, hidroxialquilo C,.4, halogenoalquilo C,.4 0 cianoalquilo Cy.4;

Ar es fenileno, tiofenodiilo, tiazoldiilo, piridindilo o pirimidindilo que puede llevar opcionalmente uno o dos
sustituyentes seleccionados de entre halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, trifluorometilo, alquilo C1.4 y alcoxi C1.4; y

R®es un grupo de una de las formulas siguientes:
-NHCH(COH)-A"-Y! -NH-A%-Y?

o R® es un aminoacido natural con N ligado seleccionado entre el grupo consistente en L-alanina, L-leucina,
L-isoleucina, L-valina y L-fenilalanina. Entre los compuestos descritos esta el compuesto CB300638 L-Glu-y-D-Glu,
mencionado también en Clinical Cancer Research, 5, noviembre de 1999 (Suplemento) en el n° 566 (Theti et al.) y
en Proceedings of the American Association for Cancer Research, 41, marzo de 2000 en el n® 33 (Jackman et al.),
asi como en J. Med. Chem., 2000, 43, 1910-1926, donde se describe en la pagina 1923 como compuesto 7b.

El documento WO 95/30673 Al (British Technology Group Limited) da a conocer ciclopenta-[g]quinazolinas de
férmula:

R
O N—Ar

1

H
N

0 >—R
R HOOC

en la que R'es hidrégeno, amino, alquilo Ci.4, alcoxi Ci.4, hidroxialquilo C1.4 o fluoroalquilo Ci.s;

R’ es hidrégeno, alquilo Ci.4, alquenilo Cs.4, alquinilo Cs.4, hidroxialquilo C».4, halogenoalquilo C».4 0 cianoalquilo Ci.4;

Ar' es fenileno, tiofenodiilo, tiazoldiilo, piridindiilo o pirimidindilo que puede llevar opcionalmente uno o dos

sustituyentes seleccionados de entre halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, trifluorometilo, alquilo C1.4 y alcoxi Ci.4; y

R es un grupo de una de las férmulas siguientes:
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ALARAZYE CAS-CON(R)CH(YHY® -AB-x-Ar*

La isoforma a del receptor de folato (FR-a, proteina de unién al folato asociada a la membrana) es una proteina de
la membrana celular anclada a glicosilfosfatidilinositol que tiene una afinidad muy elevada por el acido félico y los
folatos reducidos més bioldgicamente relevantes (Kd ~ 0,1 nM). El mecanismo de interiorizacién de folato es la
endocitosis mediada por el receptor. La FR-a se sobreexpresa en muchos carcinomas, especialmente los de origen
ovarico en los que se sobreexpresa en gran medida y de manera homogénea en el 90% de los casos, véase Cancer
Res. 51, 5329-5338, 1991 (Campbell et al., 1991). Por otra parte, de alta expresion de FR-a se ha asociado a una
enfermedad agresiva, resistente al platino y de mal pronéstico véase Int. J. Cancer 74, 193-198, 1997 e Int. J.
Cancer 79, 121-126, 1998 (tambas de Toffoli et al.). La isoforma B se expresa ampliamente en tumores de origen
epitelial y no epitelial, con los niveles de expresiébn que generalmente son bajos, moderados y altos,
respectivamente, examinados en Critical Rev. Therap.. en Drug Carrier Systems 15, 587-627, 1998 (Reddy and
Low).

Los receptores de folato (a y B) se expresan en algunos tejidos adultos normales (expresién baja a moderada). Se
ha publicado que determinados compuestos dentro de la clase general de ciclopenta-[g]-quinazolinas tienen un alto
nivel de selectividad para el receptor de folato a que expresa estirpes celulares tumorales humanas frente a la
afinidad por el PFR (portador de folato reducido), Dichos compuestos se describen en el documento WO 03/020300
Al, WO 03/020706 Al y WO 03/020748 Al (BTG International Limited). Entre los compuestos descritos esta el
compuesto CB300945 L-Glu-y-D-Glu, también mencionado en Tetrahedron, 63 (7), 12 de febrero de 2007, 1537-
1543 (Bavetsias et al.) y Cancer Research 65, 15 de diciembre de 2005 ,11721 a 11728 (Gibbs et al.).

FR-B se encuentra normalmente en los tejidos de placenta y en células hematopoyéticas, donde se expresa en el
linaje mielomonocitico y esta particularmente elevado durante la maduracion de neutréfilos o durante la activacion de
monocitos o macréfagos. Sin embargo, el FR- expresado en las células hematopoyéticas normales, a diferencia de
en los macrofagos activados por ejemplo, no es funcional porque no puede unirse e interiorizar folato. FR- se
expresa en las células cancerosas de pacientes con leucemia mielégena crénica (LMC), y en las células cancerosas
de aproximadamente 70% de los pacientes con AML.

El documento WO 03/072091-A1 (The Ohio State University Research Foundation) utiliza el descubrimiento de que
la expresion del FR-B se incrementa en las células cancerosas de pacientes con leucemia mielocitica por inductores
de FR-B. El FR-B expresado en células de leucemia mielocitica, preferentemente células de AML, es funcional
porgue une e interioriza folato, a diferencia del FR-B expresado en la mayoria de las células hematopoyéticas
normales que no es funcional. Dicho FR-B funcional es un objetivo para los folato conjugados con productos
terapéuticos.

Arthitis & Rheumatism, 42(8), agosto de 1999, 1609-1616 (Nakashima Matsushita et al.) da a conocer la expresion
selectiva del receptor 3 de folato y su posible funcién en el transporte de metotrexato en macroéfagos sinoviales de
pacientes con artritis reumatoide.

Jansen, en un resumen de la 13° Simposio Internacional sobre Quimica y Biologia de las pteridinas y folatos titulado
"Antifolates in chronic inflammatory diseases/rheumatoid arthritis: ¢what can we learn from cancer and vice versa",
Pteridines, 16: 46, 2005, indica que el metotrexato (MTX) es el farmaco de anclaje en los regimenes de tratamiento
para los pacientes con artritis reumatoide. Ademés, especula que los inhibidores de TS a base de
ciclopenta[g]quinazolina presentaban afinidades de unidon proximas al acido folico y por lo tanto podrian ser
interesantes farmacos dirigidos a FR en el tratamiento del cancer, asi como de enfermedades inflamatorias.

Compendio de lainvencion

Los autores han descubierto ahora que ciertos compuestos dentro de la clase general de ciclopenta[g]lquinazolinas
tienen un nivel inesperadamente alto de selectividad para los receptores de 3-folato que expresan estirpes celulares.
Dicho compuesto tiene dos caracteristicas estructurales, a saber una estructura de tres anillos y la modificacion de la
cadena lateral del glutamato en comparacion con la de &cido félico. En consecuencia, la presente invencién
comprende un derivado de ciclopenta[g]quinazolina, que contiene un grupo L-Glu-y-D-Glu dipéptidico, de férmula (1):
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en la que:
R es amino, alquilo Ci.4, alcoxi C1.4, hidroxialquilo Ci.4, fluoroalquilo C1.4 0 metoxi-alquilo Ci.4;
R? es alquilo Cy.4, alquenilo Cs.4, alquinilo Cs., hidroxialquilo C,.4, halogenoalquilo C.4 0 cianoalquilo C1.4; y

Ar es fenileno, tiofenodiilo, tiazoldiilo, piridindiilo o pirimidindiilo que puede llevar opcionalmente uno o dos
sustituyentes seleccionados entre halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, trifluorometilo, alquilo Ci.4 y alcoxi Ci.4;
estando opcionalmente el compuesto (I) en forma de una sal o éster farmacéuticamente aceptable;
para el tratamiento de la artritis reumatoide o la leucemia mielocitica.

Los compuestos de la invencion presentan una o mas de las siguientes ventajas:

1. Alta selectividad para las células que sobreexpresan el FR-f, cuando se cultiva en concentraciones fisiol6gicas de
acido félico y que poseen la expresion normal del PFR;

2. una inhibicién potente de TS, una baja afinidad por el PFR y una moderada a alta afinidad por el FR-f3;
3. actividad especifica de TS y son resistentes a hidrolasas in vivo, y

4. actividad selectiva en la identificacion primaria de la estirpe celular de ovario de hamster chino con expresion
moderada FR-(3.

En la presente memoria los términos alquilo, alquenilo y alquinilo incluyen tanto los grupos de cadena lineal como
ramificada pero las referencias a cada uno de los grupos alquilo, tales como propilo, son especificas solamente para
el grupo de cadena lineal. Un convenio andlogo se aplica a otros términos genéricos. Ademas, el sistema de
numeracion utilizado para el nicleo de ciclopenta[g]quinazolina es el convencional, mostrado a continuacion:

4 5
INF
k":' ?

en la presente memoria se designan residuos de aminoécidos de forma convencional (Pure and Applied Chemistry,
1974, 40, 317 y European Journal of Biochemistry, 1984, 138, 9). Asi, por ejemplo, y-glutamil indica el radical
H2NCH(CO2;H)CH,CH,CO- o0 -NHCH(CO2H)CH,>CH,-CO segun el contexto, estando numerados los atomos de
carbono en estos radicales a partir del atomo de carbono del grupo a-carboxilo como posicion 1.

Debe observarse que una ciclopenta[g]lquinazolina de la invencidon contiene al menos tres atomos de carbono
asimétricos [presentes en el punto de unién del grupo -N(RZ)- al sistema de anillo triciclico y en los atomos de
carbono a del grupo L-Glu-y-D-Glu] y por lo tanto puede existir en las formas racémicas y 6pticamente activas. Debe
sobreentenderse que la presente invencion abarca tanto las formas racémicas como las épticamente activas, siendo
un asunto del conocimiento general comin como dichas formas Opticamente activas pueden obtenerse por sintesis
estereoespecifica o por separacion de una mezcla de isémeros. Se apreciara que un isomero pueda ser de mayor
interés que otro debido a la naturaleza de la actividad que presenta o debido a propiedades fisicas superiores, por
ejemplo la solubilidad acuosa.

Debe entenderse también que una ciclopenta[g]quinazolina de férmula (I) puede presentar el fendmeno de la
tautomeri y que las formulas mostradas en la presente memoria sélo representan una de las posibles formas
tautdmeras.
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Debe entenderse también que ciertas ciclopenta[g]quinazolinas de la férmula (I) pueden existir en formas solvatadas
asi como no solvatadas tales como, por ejemplo, formas hidratadas.

Un valor adecuado para R' o R? cuando es alquilo C1.4, 0 para un sustituyente alquilo C1.4 que puede estar presente
en Ar, es, por ejemplo, metilo, etilo, propilo o isopropilo.

Un valor adecuado para un sustituyente de alcoxi C1.4 que puede estar presente en Ar es, por ejemplo, metoxi, etoxi,
propoxi, isopropoxi o butoxi.

Un valor adecuado para un sustituyente de halégeno que puede estar presente en Ar es, por ejemplo, fltor, cloro o
bromo.

Un valor adecuado para R 2 cuando es alquenilo Cs.4 es, por ejemplo, prop-2-enilo, but-2-enilo, but-3-enilo o 2-
metilprop-2-enilo; y cuando es alquinilo Cs.4 es, por ejemplo, prop-2-inilo o but-3-inilo.

Un valor adecuado para R? cuando es hidroxialquilo Cz.4 es, por ejemplo, 2-hidroxietilo o 3-hidroxipropilo; cuando es
halogenoalquilo Cz.4 es, por ejemplo, 2-fluoroetilo, 2-cloroetilo, 2-bromoetilo, 3-fluoropropilo, 3-cloropropilo o
3-bromopropilo; y cuando es cianoalquilo C1.4 €s, por ejemplo, cianometilo, 2-cianoetilo o 3-cianopropilo.

Un valor adecuado para Ar cuando es fenileno es, por ejemplo, 1,3 — o 1,4-fenileno, en especial 1,4-fenileno.

Un valor adecuado para Ar cuando es tiofenodiilo es, por ejemplo, tiofeno-2,4-diilo o tiofeno-2,5-diilo; cuando es
tiazoldiilo es, por ejemplo tiazol-2,4-diilo o tiazol-2,5-diilo; cuando es piridindiilo es, por ejemplo, piridin-2 ,4-diilo,
piridin-2,5-diilo, piridin-2,6-dillo o piridin-3 ,5-diillo; y cuando es pirimidindiilo es, por ejemplo, pirimidin-2,4-diilo,
pirimidin-2,5-diilo o pirimidin-4,6-diilo.

Como se ha indicado, Ar puede llevar uno o dos sustituyentes. Un nivel preferido de sustitucion en Ar, en el que la
sustitucion esta presente, es o bien dos sustituyentes o especialmente un sustituyente; y uno o dos sustituyentes
pueden estar convenientemente en posiciones adyacentes al 4tomo unido al grupo -CO-L-Glu-y-D-Glu, siendo
preferidos los sustituyentes halogenados tal como flGor.

Una forma de sal farmacéuticamente aceptable adecuada de una ciclopenta[g]quinazolina de la invencién es, por
ejemplo, una sal de adicion de &cido con un &cido inorganico u organico, por ejemplo acido clorhidrico, acido
bromhidrico, trifluoroacético o maleico, o un metal alcalino, por ejemplo sodio, un metal alcalinotérreo, por ejemplo
calcio o amonio, por ejemplo sal tetra(2-hidroxietil)amonio.

Una forma de éster farmacéuticamente aceptable de una ciclopenta[g]quinazolina de la invencion es, por ejemplo,
un éster con un alcohol alifatico de hasta 6 atomos de carbono, por ejemplo un éster de metilo, etilo o terc-butilo.

El compuesto contiene tres grupos carboxilo. Una sal o éster puede ser mono-acido-di-sal o éster-, di-acido mono-
sal o -éster o incluso tri-sal o -éster.

Preferentemente, R* es alquilo Ci.4 0 hidroxialquilo Ci... Mas preferentemente, R' es metilo o, especialmente,
hidroximetilo.

Preferentemente, R? es metilo, etilo, propilo, prop-2-enilo, prop-2-inilo, 2-hidroxi-etilo, 2-fluoroetilo, 2-bromoetilo o
2-cianoetilo. Mas preferentemente, R? es metilo o, especialmente, prop-2-inilo.

Preferentemente Ar es 1,4-fenileno que puede tener opcionalmente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo
consistente en cloro y especialmente fltor, tiofeno-2,5-diilo, tiazol-2,5-diilo o piridina 2,5-diilo. Mas preferentemente
Ar es 1,4-fenileno o 1,4-fenileno que tiene un sustituyente 2-fluoro como en 2,6-difluor-1,4-fenileno o especialmente
2-fluoro-1,4-fenileno o es piridina-2,5-diilo. Lo més preferentemente Ar es 1,4-fenileno o 2-fluoro-1,4-fenileno.

Una ciclopenta[g]quinazolina preferida de la invencion tiene la férmula (1) en la que R'es alquilo C1.4 0 hidroxialquilo
C1.4, especialmente hidroximetilo;

R%es metilo, etilo, propilo, prop-2-enilo, prop-2-inilo, 2-hidroxietilo, 2-fluoroetilo, 2-bromoetilo o 2-cianoetilo; y

Ar es 1,4-fenileno que puede tener opcionalmente uno o dos sustituyentes seleccionados del grupo consistente en
cloro y especialmente fltor, tiofeno-2,5-diilo, tiazol-2,5-diilo o piridina-2,5-diilo.

Otra ciclopenta[g]quinazolina preferida de la invencién tiene la férmula (1) en la que R* es metilo o hidroximetilo;
R? es metilo o prop-2-inilo; y

Ar es 1,4-fenileno o 1,4-fenileno que tiene un sustituyente 2-fluoro como en 2,6-difluoro-1,4-fenileno o especialmente
2-fluoro-1,4-fenileno o es piridina-2,5-diilo.

Una ciclopenta[g]quinazolina especialmente preferida de la invencion tiene la férmula (I) la que R' es metilo o
hidroximetilo;
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R? es metilo o, preferentemente, prop-2-inilo; y
Ar es 1,4-fenileno o 2-fluoro-1,4-fenileno.

Las ciclopenta[g]quinazolinas especificas particularmente preferidas de la invencion son: acido N-{N-{4-[N-(2-metil-4-
ox0-3,4,7,8-tetrahidro-6H-ciclopenta[g]quinazolin-6-il)-N-(prop-2-inil)amino]benzoil}-L-y-glutamil}-D-glutamico; o

acido N-{N-{4-[N-(2-hidroximetil-4-ox0-3,4,7,8-tetrahidro-6H-ciclopenta[g]quinazolin-6-il)-N-(prop-2-
inil)amino]benzoil}-L-y-glutamil}-D-glutamico, o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente aceptable del mismo;

asi como los isémeros 6S de estos dos compuestos.

Aunque los compuestos de la presente invencion pueden existir como una mezcla de estereoisémeros se prefiere
que se resuelvan en una forma isomérica 6pticamente activa. Dicho requisito complica la sintesis de los compuestos
y se prefiere por tanto, que contengan tan pocos atomos de carbono asimétricos como sea posible lo que es
coherente con el logro de la actividad deseada.

Como se indicé anteriormente, sin embargo, las ciclopenta[g]quinazolinas de la presente invencidon contienen al
menos tres atomos de carbono asimétricos. De éstos, los de la posicion 6 del sistema de anillo tienen,
preferentemente, la orientacion 6S en lugar de la orientacion 6R. Los compuestos (l) preferidos descritos
anteriormente por lo tanto tienen preferentemente dicha configuracion en estos 4tomos de carbono asimétricos o
menos preferentemente son una mezcla en la que uno o ambos de estos a&tomos de carbono asimétricos no se ha
resuelto.

Una ciclopenta[g]quinazolina de la invenciéon pueden prepararse por cualquier proceso conocido por ser aplicable a
la preparacion de compuestos quimicamente relacionados.

Una ciclopenta[g]quinazolina de la presente invencion puede ser activa o puede ser un profarmaco convertido in vivo
en un compuesto activo. Una ciclopenta[g]quinazolina de la invencion puede administrarse a un animal de sangre
caliente, incluyendo un ser humano, en forma de una composicion farmacéutica que comprende el ciclopenta-
[g]quinazolina junto con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion puede estar en una forma adecuada para uso oral, por ejemplo un comprimido, capsula, solucion,
suspension o emulsidon acuosa u oleosa; para uso tépico, por ejemplo una crema, pomada, gel o solucién o
suspension acuosa u oleosa; para uso nasal, por ejemplo un inhalador nasal, atomizador nasal o gotas nasales;
para uso vaginal o rectal, por ejemplo un supositorio; para administracion por inhalacion, por ejemplo como un polvo
finamente dividido tal como un polvo seco, una forma microcristalina o un aerosol liquido; para uso sublingual o
bucal, por ejemplo un comprimido o capsula; o para uso parenteral (incluyendo uso por via intravenosa, subcutanea,
intramuscular, intravascular o por infusién), por ejemplo una solucién, emulsién o suspensién acuosa u oleosa
estéril. En general, las composiciones anteriores se pueden preparar de manera convencional usando excipientes
convencionales.

La ciclopenta[g]quinazolina se administrara normalmente a un animal de sangre caliente, a una dosis dentro de un
intervalo de 50 a 25000, en particular de 50 a 5000, mg por metro cuadrado de area corporal del animal, es decir,
aproximadamente 1500, particularmente 1 a 100, mg/kg. Cuando se desee, sin embargo, se pueden emplear dosis
fuera de este intervalo y, en particular, cuando se utiliza el modo de administracion preferido que implica la inyeccion
subcutanea entonces el intervalo de dosis puede aumentarse entre 1 y 1000 mg/kg. Preferentemente se emplea una
dosis diaria comprendida en el intervalo de 10 a 250 mg/kg, en particular de 30 a 150 mg/kg. Sin embargo, la dosis
diaria variara necesariamente dependiendo del huésped tratado, la via especifica de administracién y la gravedad de
la enfermedad a tratar. En consecuencia, el médico que esta tratando cualquier paciente en particular puede
determinar la dosis 6ptima.

Por consiguiente, la presente invencién también incluye un método para el tratamiento de la leucemia mielocitica en
un paciente necesitado de dicho tratamiento, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un
derivado de ciclopenta[g]quinazolina segun se definié anteriormente en la presente memoria.

El compuesto se administrara normalmente a una dosis en el intervalo de 5 a 25000, particularmente 5 a 500, mg
por metro cuadrado de area corporal del animal, es decir, aproximadamente 0,1 a 500, particularmente 0,1 a 10,
mg/kg. Cuando se desee se pueden emplear, sin embargo, las dosis fuera de este intervalo. Puede utilizarse la
administracion tépica de un ciclopenta[g]quinazolina de la invencion. Asi, por ejemplo, para la administracion topica
puede utilizarse una dosis diaria en el intervalo, por ejemplo, de 0,1 a 10 mg/kg.

Las composiciones que contienen las quinazolinas se pueden formular en forma de dosis unitaria, es decir, en forma
de porciones discretas que comprende cada una una dosis unitaria, o un mltiplo o submltiplo de una dosis unitaria,
por ejemplo un comprimido o capsula. Dicha forma de dosis unitaria puede contener, por ejemplo, una cantidad de
ciclopenta[g]quinazolina comprendida en el intervalo de 1 a 250 o0 1 a 500 mg.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Inmunohistoquimica de la tejido sinovial con AR: Microscopia éptica de (A) tincion de isotipo en conejo, (B)
tincion de FR-B y (C) tincién de macréfagos (3A5). Tinciéon por inmunofluorescencia (doble) de la (D) FR-B, (E) CD-
68 (macréfagos) y (F) combinacién de D y E. De nota: los nucleos se tifien de azul (tincion con Dapi).

Figura 2: (A) Correlacion entre células positivas a 3A5 (macréfagos) y a FR- [S/mm2 en el tejido sinovial de pacientes
con AR (n = 15) antes de tratamiento con MTX. Los recuentos medios de células positivas en la capa de
subrevestimiento sinovial/mm? fueron 126 (intervalo: 9-630) para FR-B y 219 (intervalo: 11-622) para 3A5. Regresion
lineal: R = 0,64, p = 0,04. (B) La correlacion entre la mejora de DAS28 (ADAS28) y la expresién de FR-B en los
macréfagos (células positivas/mmz) después de 4 meses de tratamiento con MTX (R = 0,31, p =0,11).

Figura 3: Expresion del ARNm de FR-( en el tejido sinovial y linfocitos en la sangre periférica (LSP, por sus siglas en
inglés) de AR cultivados ex vivo. Se determiné la expresion media del ARNm de FR-B en linfocitos en la sangre
periférica (LSP, n = 9), monocitos (n = 9), macréfagos cultivados ex vivo (n = 25), linfocitos T activados ex vivo (n =
22) y tejido sinovial de pacientes con AR (n = 7). La expresién de FR-B en estas muestras se muestra como
porcentaje de la expresion en células CHO-B (células de ovario de hamster chino transfectadas con FR-(; la
expresion en estas células se fijé a 1,00).

Figura 4: Afinidades de unién relativas de FR-a (barras blancas) y FR-B (barras grises) para la generacion de nuevos
antaagonistas de folato. Las afinidades de union de FR-a y FR-f de los farmacos se determinaron por desplazamiento
de ["H]-acido fdlico de la las células KB que expresan FR-a y las células CHO-B transfectadas con FRB como se
describe en el apartado Materiales y procedimientos. Las afinidades de unién se presentan como porcentaje relativo
de afinidad de unién de &cido folico. Los resultados son la media + desviacién estandar de 3-5 experimentos
independientes (desviacion estandar <30%). A modo de comparacion, las afinidades del PFR por los antagonistas
de folato se presentan como: + + + + (gran afinidad), + + + (afinidad moderada), + + (poca afinidad), +/- (muy poca
afinidad), (afinidad muy pobres ) basandose en los datos publicados anteriormente.

Figura 5: La inhibicion del crecimiento de CHO/WT y células CHO/FR-B por BGC 945, con o sin acido félico 1 yM
(A), CB300635 (B) y AG2034 (C/D), con o sin enriquecimiento de acido félico (1 uM) o leucovorina (20 nM). Los
resultados son la media de 3 experimentos (SD <20%).

Descripcion detallada

Ejemplo 1: Aprovechamiento de los receptores B de folato como una via de suministro potencial para los
antagonistas de folato de nueva generacién a los macréfagos activados en el tejido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide

Introduccion

El metotrexato (MTX) antagonista del folato es el fArmaco antirreumatico modificador de la enfermedad (FARME)
mas extensamente aplicado para anclaje del farmaco en el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide (AR). Se
utiliza, ya sea como agente Unico o en combinacién con otros FARME (por ejemplo, sulfasalazina e
hidroxicloroguina) y el uso de MTX es obligado en la mayoria de las estrategias de tratamiento con agentes
bioldgicos (anti-FNTa o anticuerpos monoclonales CD20).

La primera etapa esencial en la farmacologia celular de MTX es su entrada en la célula que puede ser mediada por
al menos 3 rutas diferentes; el portador de folato reducido (PFR), los receptores de folato asociados a la membrana
(RFM) o un transportador de folato acoplado a protones (TFAP) (pH bajo). Este Ultimo transportador esta involucrado
principalmente en la absorcion intestinal del folato. Las demas rutas de transporte albergan relevancia fisiolégica y
farmacoldgica para las células inmunocompetentes, facilitando la absorcion de cofactores naturales de folato
reducido y los antagonistas de folato, como MTX. El PFR y RFM difieren considerablemente en el mecanismo de
absorcion de (anti)folato (portador transmembranario frente a endocitosis/potocitosis), especificidad de sustrato
(acido félico de baja afinidad/MTX de alta afinidad frente a acido félico de alta afinidad/MTX de baja afinidad) y
especificidad tisular (expresion constitutiva frente a restringida).

Para RFM, se han identificado tres isoformas (a, B y y). La isoforma a de RFM esta sobreexpresado en tipos
especificos de cancer (cancer de ovario), mientras que la isoforma y es una proteina secretada por las células
hematopoyéticas. La expresion selectiva de la isoforma FR-B se ha descrito en los macrofagos activados en el
liquido sinovial inflamado de pacientes con AR y en modelos animales de artritis. Posteriormente, FR-B fue
reconocida como un objetivo atractivo para la deteccion por la imagen de la artritis y terapéuticamente para la
entrega selectiva guiada por anticuerpos o guiada por folato conjugado de toxinas y otras pequefias moléculas o
macromoléculas. Hasta ahora, la seleccion de FR con los antagonistas de folato s6lo se ha explorado en las células
cancerosas y los tejidos que sobreexpresan aFR.

En las ultimas décadas, una segunda generacion de antagonistas de folato se ha disefiado y evaluado clinicamente
desde una perspectiva de eludir los mecanismos corrientes de resistencia a MTX, incluido el transporte alterado del
PFR, la poliglutamilacién defectuosa, el aumento de actividad de la enzima DHFR diana y/o la mejor salida de los
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farmacos. Basandose en estos antecedentes, los antifolatos de segunda generaciéon incluyen compuestos que
fueron transportados de manera mas eficiente por PFR, eran poliglutamilados con mas eficacia o independientes de
la poliglutamilaciéon o destinatarios de otras enzimas clave en el metabolismo del folato aparte de DHFR, p. €j., la
timidilato sintasa (TS) o la glicinamida ribonucleétido transformilasa. En el presente estudio los autores se
propusieron investigar si diferentes antifolatos de segunda generacion puede servir como farmacos destinatarios
selectivos para las células que expresan FR-B en el tejido sinovial y/o las inmunocompetentes las células de los
pacientes con AR. Los autores han identificado el inhibidor BGC 945 de TS como un farmaco antifolato prototipico
gue cumplia los criterios de una alta afinidad de uniéon de FR-B y una baja afinidad de PFR, lo que permite la
absorcion selectiva de farmacos en células que expresan la FR-f3.

Materiales y métodos
Farmacos

El acido félico se adquiri6 en Sigma Chem.. Co., St. Louis, MO, L-leucovorina de Merck Eprova, Schaffhausen,
Suiza, el metotrexato en Pharmachemie, Haarlem Holanda y Pemetrexed/ALIMTA® (Eli Lilly) a través del
departamento de farmacia de VUmc. Los S|gwentes farmacos antagonistas de folato se adquirieron de las empresas
o instituciones indicadas; Raltitrexed/Tomudex®/ZD 1694 (AstraZeneca, Reino Unido), PT523 y PT644 (Dr. A.
Rosowsky, Harvard Medical School, Boston, MA), GW1843 (Glaxo Welcome , EE.UU.), CB300635 (Institute of
Cancer Research, Sutton, Reino Unido), BGC 9331 y BGC 945 (6RS y 6S) (BTG International Limited, Londres,
Reino Unido), 5,10-dideazatetrahidrofolato (DDATHF) (Eli Lilly, Indianapolis, IN) y AG2034 (Agouron/Pfizer
Pharmaceuticals, San Dlego CA). Las estructuras quimica de estos antagonistas de folato se representa en las
Tablas 2 y 3. acido [3',5',7,9- H]follco 20-40Ci/mmol, MT783) se adquirié en Moravek, Brea, CA.

Estirpes celulares

Células naturales de ovario de hamster chino (CHO-WT), células CHO transfectadas con FR- (CHO-FR-B) y células
KB nasofaringeas epidermoides humanas, que expresan FR-a (American Type Culture Collection, Manassas, VA) se
cultivaron en medio RPMI 1640 exento de acido folico (Gibco, Grand Island, NY), enriquecido con suero fetal de
ternero al 10%, L- glutamma 2 mM, 0,15 mg/ml de prolina y 100 unidades/ml de penicilina y estreptomlcma Las
capamdades de unién en [*H]acido félico de las células CHO-FR-B y KB fueron de 0,5-1 pmol/10° células y 20-40
pmol/10°® células, respectivamente. Linfocitos THP1 macréfagos monociticos humanos (American Type Culture
Collection, Manassas, VA) se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY) que contenia acido félico
2,2 uM, enriquecido con suero fetal de ternero al 10%, L-glutamina 2 mM, 0,15 mg/ml de prolina y 100 unidades/ml
de penicilina y estreptomicina. Todas las estirpes celulares se mantuvieron a 37°C en una atmésfera himeda que
contenia 5% de CO..

Muestras de tejido sinovial

En este estudio los autores analizaron biopsias de tejido sinovial procedentes de las articulaciones de la rodilla, de
15 pacientes de AR con enfermedad activa antes del tratamiento y después de 4 meses de tratamiento con MTX
(dosis inicial de MTX: 7,5 mg/semana, aumento gradual hasta 15 mg/semana durante 12 semanas). La enfermedad
activa se defini6 como 2 6 articulaciones inflamadas o sensibles y niveles de moderada o peor en las evaluaciones
del médico y del paciente de la actividad de la enfermedad (Disease Activity Score-28; DAS-28). Todos los pacientes
tenian al menos un articulacién de la rodilla afectada clinicamente. Se permitieron dosis bajas de prednisona (<10
mg/dia) y dosis estables simultaneas de tratamiento con medicamento antinflamatorio no esteroideo (MAINE).
Ninguno de los pacientes utilizaban nunca MTX antes de inscribirse en el estudio. En pacientes que tomaban otros
FARME, el tratamiento se dio por terminado después de una fase de reposo farmacoldgico de 28 dias. El
procedimiento de la artroscopia se realizd como se describi6 anteriormente como parte de un estudio en
articulaciones aprobado por los comités de Etica Médica del Centro Médico de la Universidad de Leiden (Holanda) y
del Centro Médico de la Universidad de Leeds (Reino Unido). Véase Arthritis Rheum. 2002; 46(8):2034-2038 y 2000;
43(8):1820-1830 (ambas de Kraan et al.).

Como tejido sinovial no inflamatorio de referencia se incluyeron 7 muestras de pacientes con lesion mecanica de la
articulacion, proporcionados por el Dr. B. J. van Royen, departamento de Cirugia Ortopédica, VU University Medical
Center, Amsterdam, Holanda. Para la recogida de muestras de sangre periférica, todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado y el estudio sobre la "resistencia FAME" fue aprobado por el Comité de Etica Médica del
VU University Medical Center, Amsterdam, Holanda.

Inmunohistoquimica de FR-$

Se realizd la tincidon inmunohistoquimica de secciones en criostato (4 ym) de biopsias de tejido sinovial de pacientes
con AR y controless utilizando un método de inmunoperoxidasa en 3 etapas como se describi6é anteriormente. Véase
Cancer Res. 2001; 61(8:3458-3464 (Maliepaard et al.) y 2000; 60(18): 5269-5277 (Scheffer et al.). Se tifieron
secciones con un anticuerpo especifico para FR-f (dilucién 1:3000), isotipo de referencia: suero normal de conejo).
Los macrofagos y las linfocitos T se tifieron con 3A5 (dilucion 1:100) y anticuerpos anti-CD3-PE monoclonales
(dilucion 1:25; Dako, Glostrap, Dinamarca) (isotipo de referencia:inmunoglobulina de ratén), respectivamente. 1gG
anti-conejo porcina biotinilada (Dako; dilucion 1:200) e 1gG anti-ratén de conejo (Dako; dilucién 1:300) se utilizaron
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como anticuerpos secundarios. La formacion de color se realizé utilizando 0,4 mg/ml de AEC (aminoetil carbazol).
Después de la tincién por contraste con hematoxilina, se montaron las extensiones. Se analiz6 la expresion de FR-
B, 3A5 y CD3 en las secciones tefiidas por analisis de deteccion por la imagen digital, como se describié
anteriormente. Véase Arthritis. Res. Ther. 2005; 7(4):R862-R867 (Haringman et al.). En resumen, para cada
marcador se utilizaron regiones representativas para la adquisicion de imagenes, utilizando una ampliacion de 400x.
Estas zonass se dividieron en 6 campos de alta potencia (HPFS), con un solape de 3 pixeles. Las células positivas
se evaluaron analizando 18 HPFS consecutivos, anotando el nuimero de células positivas en la capa de
revestimiento de la intima y la de subrevestimiento sinovial por mm?2.

Inmunofluorescencia con doble marcaje

FR-B se detectdé con anticuerpos anti-conejo porcinos marcados con HRP (siglas en inglés de peroxidasa de rabano
picante) (dilucién 1:200; Dako, Glostrup, Dinamarca) y el revelado se hizo con rodamina/tiramina (fluorescencia roja)
segun las instrucciones del fabricante (dilucién 1:1000). CD68 se detecté mediante los anticuerpos de cabra anti-
raton biotinilados (dilucién 1:100; Dako, Glostrup, Dinamarca), utilizando estreptavidina Alexa-488 como sustrato
(dilucién 1:750; fluorescencia verde, Molecular Probes, Eugene, OR). Las extensiones se montaron con Vectashield,
que contenia 1 ug/ml de DAPI (para la tincidn de los nucleos) (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). Las células
se examinaron utilizando un microscopio de fluorescencia (Leica DMRB, Rijswijk, Holanda).

Aislamiento de linfocitos en sangre periférica de pacientes de AR y condiciones de cultivo

Se aislaron células mononucleares en la sangre periférica de muestras de sangre recién extraida por centrifugacion
en gradiente (35 minutos a 400 x g) en Ficoll-Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotecnologias, Reino Unido).
Después de la centrifugacién se recogio la interfase con cuidado y se lavo 3 veces con solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) enriquecida con 1% de BSA. Se hizo recuento de la fraccion de linfocitos y se volvié a poner en
suspension en medio de cultivo IMDM (Invitrogen, Breda, Holanda), que contenia FCS al 10%, L-glutamina 2 mMy
100 pg/ml de penicilina y estreptomicina. Los monocitos se aislaron por adherencia después de 2 horas de
incubacién a 37°C en frascos de cultivo seguidos de extraccion de ARN o diferenciacion de macrdfagos cultivando
los monocitos durante 7 dias en presencia de 10 ng/ml de factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF)
(Strathmann Biotech, Hamburgo, Alemania).

Los linfocitos en sangre periférica (LSP) que quedan en suspension después de adherencia de los monocitos se
recogieron para el aislamiento de ARN o se utilizaron para activacion de linfocitos T incubandoles a una densidad de
1 x 10° células/ml con anticuerpo monoclonal anti-CD28 (5 ug/ml, CLB -CD28/1, Sanquin, Amsterdam, Holanda) y
anti-CD3 (1 pg/ml, CLB-T3/4.E, Sanquin, Holanda) en placas de 24 pocillos recubiertas con anti-raton de cabra
(Dako, Glostrup, Dinamarca). Después de 48 horas de estimulacion, se recogieron linfocitos T activados para
aislamiento del ARN y se determiné el estado de activacion midiendo la expresion de CD25 mediante citometria de
flujo (FACScalibur, Becton & Dickinson).

Expresion de ARNm de FR-f en el tejido sinovial y los linfocitos en la sangre periférica de pacientes con AR

ARN del tejido sinovial (n = 7), LSP (n = 9), monocitos (n = 9), macrofagos (n = 25), y linfocitos T activados (n = 22)
de pacientes con AR se aislaron utilizando el kit de aislamiento RNeasy Plus de Qiagen (Qiagen, Venlo, Holanda)
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Antes de aislamiento del ARN, las muestras
congeladas de tejido sinovial se pulverizaron moliéndolas en un mortero preenfriado con nitrégeno liquido en el que
después tampén RPE. Se determinaron las concentraciones totales de ARN utilizando un espectrofotometro
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, EE.UU.). La metodologia de RCP con transcripcion
inversa en tiempo real (RT-RCP) descrita anteriormente se utilizé para medir simultdneamente las concentraciones
de ARNm para FR-B y gliceraldehido-3-fosfato (gen de referencia). Véase Cancer Res. 2006; 66(11): 5875-5882 (Qi
etal.).

La etapa de transcripcion inversa se llevé a cabo utilizando reactivos de transcripcién inversa TagMan-script de
Applied Biosystems (Foster City, CA), siguiendo el protocolo del fabricante. En resumen, se mezclaron 400 ng de
ARN total con los cebadores hexameros aleatorios (50 mmol/l), inhibidor de RNasa (1 unidad/ul), transcriptasa
inversa MultiScribe (5 unidades/jl), y mezcla de trifosfatos de desoxinucledsido (2,5 mmol/l cada uno) en tampodn
de transcriptasa inversa. Los mezcla de reaccion 10 ul se incubd primero a 25°C durante 10 minutos, luego a 48°C
durante 30 minutos y por ultimo a 95°C durante 5 minutos.

La etapa posterior de RCP en tiempo real para FR- se llevd a cabo en presencia de 12,5 yl de RCP Mastermix
(Applied Biosystems), 0,5 pyl cada uno de los cebadores directo e inverso (CTGGCTCCTTGGCTG-AGTTC,
GCCCAGCCTGGTTATCCA) y 0,5 pl de sonda Tagman (6FAM-TCCTCCCAGACTACCTGCCCTCAGC-TAMERA).
Los cebadores y la sonda TagMan para el gen GAPDH de referencia se adquirieron en Applied Biosystems. Las
condiciones de RCP fueron 2 minutos a 50°C, luego 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos cada
uno a 95°C, y por ultimo 1 minuto a 60°C. Los datos generados por fluorescencia se siguieron y registraron por el
sistema deteccion de secuencias Gene Amp 5700 (Applied Biosystems). Todas las muestras se montaron por
triplicado y se normalizaron los valores de GAPDH.

Andlisis de FR-B/FR-a y afinidad de union a PFR para antagonistas de folato de nueva generacion
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Un ensayo de de unién de células intactas para la uniéon competitiva de [3H]-écido félico y nuevos farmacos anti-
folato para FR-B y FR-a se realizd esencialmente como se describié anteriormente. Véase Mol. Pharmacol. 1995; 48:
459-47 y la Cancer Res. 1995; 55(17): 3795-3802 (ambos de Westerhof et al.). En resumen, las células CHO-8
(células de ovario de hamster chino transfectadas con FR-B) y células KB (células que expresan FR-a) se
desprendieron por incubacion en PBS + EDTA 1 mM. Las células desprendidas se pusieron en suspension en
solucién salina tamponada con HEPES enfriada con hielo (NaCl 140 mM, HEPES 20 mM, KCI 6 mM, MgCl, 2 mM,
D-glucosa 6 mM, pH 7,4 con NaOH) a una concentracién celular de 3 x 10° ylx 10° células/ml, respectivamente. Un
ml de suspension celular se afiadid a una serie de tubos Eppendorf que contenia 100 pmol acido [3H]-félico
(radiactividad especifica: 2000 dpm/pmol) en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de folato natural o
antagonistas de folato. Después de 10 minutos a 4°C, las células se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf (30
s, 10.000 rpm), el sobrenadante se aspird y los sedimentos celulares se volvieron a poner en suspension en 200 pl
de agua y se analizé la radiactividad QIuido de centelleo Optima Gold, United Technologies, Packard , Bruselas,
Bélgica). La unién no especifica de [°H] (normalmente <2% de la unién especifica) se determind midiendo la
radiactividad asociada a las células en presencia de un exceso molar de 1000 veces de acido félico sin marcar. Se
determinaron las concentraciones de folatos naturales y de antagonistas de folato seleccionados necesaria para
desplazar el 50% de [*HJacido flico de FR-B o FR-a y se presentan como afinidades de unién relativas al acido
félico. A modo de comparacion, los datos de las afinidades de la PFR de folatos naturales y antagonistas de folato
se presentaron en estudios anteriores. Véase Mol. Pharmacol. 1995; 48: 459-471 Westerhof et al.) y Cancer Res.
2005; 65(24): 11721-11728 (Gibbs et al.).

Ensayo de inhibicion de proliferacion celular

Células CHO-WT y CHO-FR-B se sembraron en cada uno de los pocillos de una placa de cultivo tisular de 24
pocillos a una densidad de 1 x 10*cm? . Después de 24 horas, se afiadieron 8 concentraciones (con incrementos de
2,5 veces) de farmacos antagonistas del folato en ausencia o presencia (para bloquear FR) de acido félico 1 uM.
Después de 72 horas de incubacion, las células se recogieron por tripsinizacion y se hizo el recuento para viabilidad
celular como se ha descrito anteriormente. Véase Mol. Pharmacol. 1999; 55(4): 761-769 (Jansen et al.).

En otros experimentos linfocitos THP1 humanos monociticos-macréfagos se probaron los efectos antiEroIiferantes
de los antagonistas del acido félico. Para ello, 1 ml de suspension celular que contenia 1,25 x 10~ células se
sembraron en cada uno de los pocillos de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos y se incubaron con 8
concentraciones (con incrementos de 2,5 veces) de farmacos antagonistas del folato. Después de 72 horas se
realizaron recuentos de células de exposicién al farmaco con un hemocitometro y la viabilidad se verifico por
exclusién con azul de tripano.

Resultados
Inmunohistoquimica de FR-(3 del tejido sinovial

La tincién inmunohistoquimica de todo el tejido sinovial de AR mostré elevada expresion de FR-B en la capa de
revestimiento de la intima, asi como en la de subrevestimiento sinovial. El modelo de tincion para FR-B era
compatible con la tincion de 3A5 (macréfagos), mientras que las areas de los linfocitos T no presentaban ninguna
tincion (Figura 1 A-C). De hecho, un andlisis microscépico de fluorescencia mas detallado demostré localizacion
conjunta de FR-B y CD68 (marcador de macréfagos) en las membranas celulares de los macréfagos y de los
macréfagos de la intima que se infiltran en el tejido sinovial (Figuras 1 D-F). En el tejido sinovial no inflamatorio de
controles ortopédicos, no se observo ninguna tincién para FR-B, en consonancia con el bajo nimero de macrofagos
(no mostrado).

Los resultados de la tincion se analizaron por asistida por analisis de deteccion de la imagen digital asistido por
ordenador. Se observo una correlacion significativa entre la expresion de 3A5 y FR-$3 en la capa de subrevestimiento
sinovial (recuento de células/mmz) (p = 0,04) (Figura 2A). Los recuentos medios de células positivas en la capa de
subrevestimiento sinovial/mm? fueron 126 (intervalo 9-630) para FR-B y 219 (intervalo 11-622) para 3A5. El nimero
medio de macréfagos disminuyd en los 4 meses de tratamiento con MTX (de 219 a 119 recuentos de células
positivas en la capa sinovial de subrevestimiento/mm?, p = 0,14). La expresion FR-B después de 4 meses de
tratamiento con MTX se correlacion6 positivamente (r = 0,31) con la mejora de DAS28 (ADAS28), pero no alcanzé
significacion estadistica (p = 0,11) (Figura 2B).

Expresion del ARNm de FR-$ en el tejido sinovial de AR y en las células en la sangre periférica de pacientes con
AR

Para confirmar mas la expresion diferencial de FR-B en el tejido sinovial, se determinaron las concentraciones de
ARNmM en FR-B por analisis de RCP en biopsias de tejido sinovial en comparacién con las de los linfocitos en la
sangre periférica de los pacientes de RA, incluyendo linfocitos, linfocitos T activados ex vivo y monocitos en la
sangre periférica y macréfagos procedentes de monocitos ex vivo. Las concentraciones de ARNm en FR-B se
presentaron en relacién con las células CHO-FR-B (establecidas en 100%). Clasificacion de la expresién del ARNm
de FR-B fue la mayor para el tejido sinovial de la AR (media del 17% en comparacion con las células CHO-B)> ex
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vivo macréfagos derivados de monocitos (un 3% en comparacion con las células CHO-8) > linfocitos en la sangre
periférica (LSP) (0,7%) >> monocitos (0,02%) y linfocitos T activados ex vivo (<0,001%) (Figura 3).

Afinidades de unién de FR-B frente a FR-a para los antagonistas de folatos

Las afinidades de unién de la FR-a para determinados antagonistas de folatos fueron descritos anteriormente por
Westerhof et al. pero en qué medida se superponen o difieren de la isoforma FR-B no se ha demostrado. Para ello,
se determinaron las afinidades de uni6on de FR-B frente a FR-a para una serie de inhibidores de DHFR, TS y
GARTFasa a base de folato y se muestran en la Figura 4. Con respecto al acido félico, tanto FR-B como FR-a
presentaban una afinidad bastante baja por el grupo de inhibidores de DHFR antagonistas del folato. La afinidad de
uniéon de FR-B por MTX es aproximadamente 50 veces menor que por el acido félico. La afinidad de unién por
PT523 es notablemente inferior que por MTX (0,3% de acido félico), mientras que PT644, el analogo 5-metilo de
PT523, presentaba una afinidad comparable a MTX. Obsérvese que FR-a presenta una buena afinidad de unién por
todos los inhibidores de la TS probados a base de &cido folico, pero las afinidades de unién de FR-B para
Pemetrexed, Raltitrexed y BGC 9331 fueron notablemente méas bajas (16 a 30 veces) que para FR-a. La retencién
de una gran afinidad de uniéon de FR-3 se observé para los inhibidores CB300635 de TS (161% del acido folico) y
(6RS)-BGC 945 (89% de &cido folico) y (6S)-BGC 945 (46% de acido félico). FR- también presentd una afinidad de
unién muy competente para los inhibidores DDATHF de GARTFasa (27% del acido folico) y AG2034 (54% del &cido
félico) aun cuando las afinidades de union de FR-a por estos compuestos eran 2,5 veces mayores. En conjunto,
estos resultados demuestran un amplio diferencial en las afinidades de unién de FR-f por los antagonistas de folato,
entre los que varios antagonistas de folato pusieron de manifiesto una afinidad de unién notablemente superior que
para MTX.

Antagonistas del folato provocaron la inhibicion del crecimiento de células que expresan FR-B

Para investigar si todos los antagonistas de folato utilizados en el estudio actual expresarian efectos potenciales
inhibitorios de crecimiento contra tipos de células similares a los macréfagos, se investigd este pardmetro para
linfocitos THP1 monocitos-macrofagos humanos (Tabla 1). De acuerdo con el PFR como la ruta de transporte
dominante en los linfocitos THP1, se observaron potentes efectos inhibitorios de crecimiento en todos los
antagonistas de folato, excepto CB300635 y BGC 945, dos compuestos que tienen poca afinidad por PFR. Dado que
el modelo de estirpe celular THP1 es negativo para FR (al contrario que el macréfago sinovial activado), tres
antagonistas de folato para los que FR-B presentd la mayor afinidad de uniéon (CB300635, AG2034 y BGC 945) se
evalud su potencia para dirigirse a FR-B provocando la inhibicién del crecimiento celular de las células CHO-FR-{.
Contra las células CHO/WT, BGC 945 sélo provocaron la inhibicién del crecimiento a concentraciones extracelulares
> 1000 nM (Figura 5A). Cabe destacar que la inhibicién del crecimiento de las células CHO/FR-f se provoco a
concentraciones notablemente méas bajas (10-50 nm) de BGC 945. La adicion de acido folico a estos cultivos
celulares suprimio totalmente la actividad de BGC 945, de acuerdo con un bloqueo de la FR. A pesar de presentar la
afinidad de unién mayor por FR-B, CB300635 no fue notablemente potente en la provocacion de la inhibicion del
crecimiento en células CHO/FR-( células (Figura 5B). La idea de que la administracién conjunta de acido félico
suprimia la actividad de CB300635 sugiere que FR-B esta implicado en la absorcién celular de este compuesto. Por
ultimo, AG2034 puede utilizar tanto el PFR como FR expresados de forma constitutiva como ruta para la entrada a
las células (Fig. 5). Como tal, AG2034 presentaba un potencial inhibidor de crecimiento contra células CHO/WT y en
mayor medida contra las células CHO/FR-B (Figura 5C/D). De acuerdo con esto, la supresion de los efectos
inhibitorios del crecimiento de AG2034 por el bloqueo de FR-B (con &cido félico) y el bloqueo de PFR (con LV), son
sélo parciales (Figura 5C/D).

Exposicion

Puesto que MTX es el anclaje del farmaco en muchos regimenes terapéuticos para el tratamiento de la AR, la
definicion de los parametros genéticos, bioquimicos y metabdlicos que podrian ayudar a predecir y/o mejorar la
respuesta terapéutica a MTX ha recibido considerable interés reciente. Este estudio se centrd especificamente en la
funcién del transporte de la membrana celular de MTX, que, en los macrofagos sinoviales activados, interviene como
mediador principalmente la isoforma 3 del receptor de folato. Dada la idea de que las propiedades moleculares y
funcionales de los FR y de las PFR expresadas de forma constitutiva difieren considerablemente, una mejor
comprensién de las propiedades de FR-B puede facilitar un mejor margen terapéutico por reconocimiento selectivo
de FR-( sobre el PFR.

En esta memoria descriptiva los autores han demostrado que la expresion de FR-B principalmente localizada
conjuntamente con los macrofagos en la capa de revestimiento de la intima y en la de subrevestimiento sinovial de
pacientes con AR y por lo tanto puede ser una diana atractiva para los antagonistas del folato. La deteccién de
afinidades de unién de una serie de antagonistas del acido félico de la segunda generacion, algunos de ellos con
probada actividad anticancerigena, puso de manifiesto que todo el grupo de los inhibidores de la DHFR tenia una
afinidad de FR-B mas bien baja. Esto es coherente con relaciones de la actividad de la estructura descritas
anteriormente que demuestran que la isoforma a de FR tenia bajas afinidades por antagonistas de folato con una
estructura a base de 2,4-NH; (véase la Tabla 2). Curiosamente, mientras FR-a demostraba una afinidad de unién
relativamente alta por todos los inhibidores a base de folato de timidilato sintasa probados, para FR- esto se
mantenia solamente para 3 compuestos (CB300635, GWL1843 y BGC 945) que comparten una propiedad quimica
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comln de estructuras con 3 anillos y/o modificaciones de la cadena lateral del glutamato (véanse las Tablas 2 y 3).
Esta ultima modificacion también suprime notablemente su capacidad para ser transportada por el PFR y por lo tanto
contribuye a una mayor selectividad de FR. De hecho, el reconocimiento selectivo por BGC 945 para FR-a y no PFR
se demostré en FR-a sobreexpresando estirpes celulares. Ademas de inhibidores de TS a base de acido félico, FR-3
también presentaba afinidad de unién moderadas a altas por los inhibidores de GARTFasa (AG2034 y DDATHF) a
base de acido félico, que los clasifica como farmacos antagonistas de folato que pueden ser transportados tanto por
PFR como por FR.

Se utilizaron células CHO transfectadas con FR-B como un sistema modelo para evaluar la eficacia de la absorcion
celular en la que interviene como mediador FR-f3 de antagonistas del folato transmitiendo efectos antiproliferantes.
Este modelo de estirpe celular pueden ser clinicamente representativo, basandose en los niveles de union del acido
[*H]félico y los niveles de ARNm de FR-B que son compatibles con los niveles de ARNm de FR-B en el tejido sinovial
de pacientes con AR (Fig. 4). El mayor diferencial en la actividad entre las células CHO de referencia (que expresan
a PFR) y células transfectadas con FR-f3 se observé para BGC 945, lo que es coherente con una poca afinidad para
el transporte por PFR y una alta afinidad de union de FR-B. La absorciéon de BGC 945 en la que interviene como
mediador FR-B puede inhibirse bloqueando el receptor con acido félico en exceso, lo que implica que los folatos
naturales circulantes en tejido sinovial/plasma podrian atenuar la actividad potencial de BGC 945 in vivo, ya sea por
la ocupacion o la competencia del receptor o por regulacion por disminucién del receptor.

Ejemplo 2: Compuestos de la invencion

La tabla 3 muestra las estructuras de los siguientes compuestos de la invencion:

- CB300638 (CGF 638) . CB30094

. (6S)-CB300638 . CB300945 (CGF 945)
. CB300935 . (6S)-CB300945

- CB300936 . CB300947

- CB300940 . CB300951

Estos se prepararon segln los métodos propuestos en los documentos WO 94/11354 A1, WO 03/020300 Al,
WO 03/020706 A1, WO 03/020748 A1, J. Med. Chem., 2000, 43, 1910-1926, Tetrahedron, 63 (7), 2007, 1537-1543
(Bavetsias et al.) y Cancer Research 65, 2005, 1172111728 (Gibbs et al.).

Ejemplo 3: Formulacion

A continuacion se ilustran formas de dosificacion farmacéutica representativas que contienen una
ciclopentag]quinazolina de férmula (I), particularmente en forma de sal farmacéuticamente aceptable, para uso
terapéutico o profilactico en seres humanos:

(a) Comprimido | mg/comprimido
Sal de ciclopenta[g]quinazolina 100
Lactosa Ph. Eur. 182,75
Croscarmelosa de sodio 12,0
Pasta de almidon de maiz (pasta al 5% p/v) 2,25
Estearato de magnesio 3,0

(b) Comprimido I mg/comprimido
Sal de ciclopenta[g]quinazolina 50
Lactosa Ph. Eur. 223,75
Croscarmelosa de sodio 6,0
Almidén de maiz 15,0
Polividona (pasta al 5% p/v) 2,25
Estearato de magnesio 3,0
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(c) Comprimido I

Sal de ciclopenta[g]quinazolina

Lactosa Ph. Eur.

Croscarmelosa de sodio

Pasta de almidon de maiz (pasta al 5% p/v)

Estearato de magnesio

(d) Capsula
Sal de ciclopenta[g]lquinazolina
Lactosa Ph. Eur.

Estearato de magnesio

(e) Inyeccioén |
Sal de ciclopenta[g]quinazolina

Solucién 1 M de hidréxido sédico

ES 2 387334 T3

mg/comprimido
1,0
93,25
4,0
0,75

1,0

mg/cépsula
10,0
488,5
1,5

50 mg/ml
5,0% plv

15,0% v/v

Acido clorhidrico 0,1 M (para ajustar el pH a 7,6)

Polietilenglicol 400

Agua para inyectables hasta 100%

(f) Inyeccién Il

Sal de ciclopenta[g]quinazolina
Fosfato sddico BP
Solucién 1 M de hidréxido sédico

Agua para inyectables hasta 100%

(9) Inyeccion lll

Sal de ciclopenta[g]quinazolina
Fosfato sodico BP

Acido citrico

Polietilenglicol 400

Agua para inyectables hasta 100%

Las formulaciones anteriores pueden prepararse por procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica
farmacéutica. Los comprimidos (a) a (c) puede estar recubiertos con cubierta entérica por medios convencionales,

4,5% plv

(10 mg/ml)
1,0% p/v
3,6% p/v

15,0% viv

(1 mg/ml, tamponada a pH 6)
0,1% plv
2,26% plv
0,38% p/v

3,5% plv

por ejemplo con un revestimiento de acetato ftalato de celulosa.
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Tabla 1. Efectos inhibitorios del crecimiento de los antagonistas del folato contra linfocitos THP1 monocitos-

macréfagos humanos #

Folato antagonista Clso (nM)
MTX 7,1+0,5
PT523 2,2+0,3
PT644 1,0x0,4
mM

Raltitrexed 24+05
Pemetrexed 10,7+£2.2
Gw1843 16+0,1
BGC9331 8,7+0,8
CB300635 4850 + 285
BGC945 3630 + 350
DDATHF 9,8+0,8
AG2034 3,2%£0,2

#Se cultivaron linfocitos THP-1 en medio RPMI-1640 que contenia 2,2
de &cido félico (que bloquearia cualquier actividad de FR).

Tiempo de exposicién al farmaco: 72 horas. Los resultados son la

media * desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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Tabla 2: Estructuras de los compuestos comparativos

Denominacion | Estructura

Acido fético 0 COOH

Leucovorina O COQH
OH  GHO N~ " COOH
N
NF N
e
HN" N7 N
H
MTX O  COOH
NH, N™ " “cooH

PT523
O COQOH
SN
NH, H R
NZ NH .N O COOH
PN :
. —
H,NT N7 N
PT644 O COOH H
. N
NH, H N
NG O  COOH
PP ;
~ -
H,NT N7 N
GW1843 O
\I/n O COCH
| N—/
N N -,
OO H COOH
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Denominacion | Estructura

Pemetrexed O 0
HN | A\ COOH
« N
HN" N7 N
COOH
Raltitrexed o 0
B COOH
HN N S N
s |
N COOH
BGC 9331 F 0 COOH

CB300635

COOH
N S COO0H
AG2034 ' 3 0
s / COOH
HN S N—'
| H H =
HNT SN N ’
2 H COOH .
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Tabla 3: Estructuras de los compuestos de la invencién

CB300638 l// "
H \L)I\
o / on

(65)-CB300638

Hs OH
O
CB300935 ] ot H\)LOH o
NAQ—\( a".:a/\n/” OH
HN 0 ! o
=
HaN M H
O
H
CB300936 o N\)\m L9
SO
Hi
0
S
HaC N OoH
0
CB300940 ; o
]

q |/¢ H\)\OH 0
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8]

CB300944 \)]\

o O

CB300945 (BGC 945) Z H\j\ o
N VTN OH
HO
\)\N OH

(65)-CB300945 /’5’ H H
0 N@—H/N “‘/CDOH COOH
N /\n’ T
Bt COOH
HO._"Sy

o
CB300947 / FoH H
N COOH
o)

@]
HN
COOH

Ay

\\

Me

CB300951

= Ak
o Y N ) OH T Q
< > I = N OH
HNJm o /\[r \&\FDH
MeQ . ©

N

0
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de ciclopenta[g]quinazolina, que contiene un grupo L-Glu-y-D-Glu dipéptido, de formula (1):

2 0 O o
- \N’”A" H D
. ] \
HN gf/ H 0
~ O
RN OH HO
(1)

en la que:
R" es amino, alquilo C1.4, hidroxialquilo Cy.4, fluoroalquilo C1.4 0 metoxi-alquilo Ci.4;

R? es hidrégeno, alquilo Ci4, alquenilo Cs., alquinilo Cs, hidroxialquilo Cz4, halogenoalquilo Cz4 0
cianoalquilo C14; ¥

Ar es fenileno, tiofenadiilo, tiazoldiilo, piridindiilo o pirimidindiilo que puede llevar opcionalmente uno o dos
sustituyentes seleccionados entre halégeno, hidroxi, amino, nitro, ciano, trifluorometilo, alquilo C1.4 y alcoxi
Cia;

estando opcionalmente el compuesto (l) en forma de una sal o éster farmacéuticamente aceptable; para su
utilizacién en el tratamiento de la leucemia mielocitica.

2. Un derivado de ciclopenta[g]lquinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun la
reivindicacién 1 en el que R" es alquilo C1.4 0 hidroxialquilo Cy.4.

3. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacién en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun la
reivindicacion 2 en el que R' es metilo o hidroximetilo.

4. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacién en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun
cualquier reivindicacion anterior en el que R? es metilo, etilo, propilo, prop-2-enilo, prop-2-inilo, 2-hidroxietilo, 2 -
fluoroetilo, 2-bromoetilo o 2 cianoetilo.

5. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segin la
reivindicacién 4 en el que R? es metilo o prop-2-inilo.

6. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacién en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun
cualquier reivindicacion anterior en el que Ar es 1,4-fenileno que puede llevar opcionalmente uno o dos sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en cloro y especialmente fltor, tiofeno-2,5-diilo, tiazol-2,5-diilo o piridina 2,5-
diilo.

7. Un derivado de ciclopenta[g]lquinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun la
reivindicacion 6 en el que Ar es 1,4-fenileno, 1,4-fenileno que tiene un sustituyente 2-fluoro o piridina 2,5-diilo.

8. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica, segin la
reivindicacion 7, en la que Ar es 1,4-fenileno o 2-fluoro-1,4-fenileno.

9. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun la
reivindicacion 1 en el que el derivado de ciclopenta[g]quinazolina se selecciona de:

acido N-{N-{4-[N-(2-metil-4-ox0-3,4,7,8-tetrahidro-6H-ciclopenta[g]quinazolin-6-il)-N-(prop-2-
inil)amino]benzoil}-L-y-glutamil}-D-glutdmico; o

acido N-{N-{4-[N-(2-hidroximetil-4-ox0-3,4,7,8-tetrahidro-6H-ciclopenta[g]quinazolin-6-il)-N-(prop-2-
inil)amino]benzoil}-L-y-glutamil}-D-glutdmico; o

una de sus sales o ésteres farmacéuticamente aceptables.

10. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun la
reivindicacion 9 en el que el derivado de ciclopenta[g]quinazolina esta presente en forma de su isémero 6S.
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11. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizaciéon en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun
cualquier reivindicaciéon anterior en el que el derivado de ciclopenta[g]quinazolina se administra junto con un
diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

12. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacién en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun
cualquier reivindicacién anterior en el que la leucemia mielocitica es la leucemia mielocitica aguda.

13. Un derivado de ciclopenta[g]quinazolina para su utilizacion en el tratamiento de la leucemia mielocitica segun
cualquier reivindicacién anterior en el que la leucemia mielocitica es la leucemia mielocitica crénica.
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