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DESCRIPCION
Compuestos de organoarsenoxido y uso de los mismos.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a compuestos de organoarsendxido y a métodos para su sintesis. La invencién
también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos y a su uso en el tratamiento
de enfermedades y trastornos que incluyen enfermedades y trastornos proliferativos.

Antecedentes de lainvencién

Los compuestos arsenicales se han usado en el pasado como agentes terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades. Sin embargo, las toxicidades inherentes de los compuestos arsenicales y su indice terapéutico
generalmente desfavorable han impedido esencialmente su uso como agentes farmacéuticos.

Los compuestos de organoarsenoxido se han divulgado en el documento WO 01/21628. Dichos compuestos se
describen como aquellos que tienen propiedades antiproliferativas Utiles en la terapia de enfermedades
proliferativas. El documento WO 04/042079 divulga el uso de compuestos de organoarsendxido para inducir la
transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT) y el uso de compuestos de organoarsendxido para la induccion de
la apoptosis, particularmente en las células endoteliales. Los compuestos de organoarsendxido descritos en los
documentos WO 01/21628 y WO 04/042079 tienen un grupo colgante sustancialmente impermeable a la membrana
celular unido a través de un grupo de engarce a un grupo arsendxido. Ni el documento WO 01/21628 ni el
documento WO 04/042079 divulgan especificamente los compuestos de férmula (I) de acuerdo con la presente
invencion.

Los pacientes con leucemia promielocitica aguda (APL) pueden sufrir una recaida después del tratamiento con la
terapia actual, el &cido all-trans-retinoico. En dichos casos, el trioxido de arsénico se considera el tratamiento de
eleccion (Reiter et al., 2004). El trioxido de arsénico es un compuesto arsenical trivalente que destruye
selectivamente las células APL. El trioxido de arsénico también es prometedor para el tratamiento del sindrome
mielodispléasico (Vey, 2004), una enfermedad que, en la actualidad, carece de tratamiento estandar.

Sin embargo, hace tiempo que los compuestos arsenicales inorganicos, tales como el trioxido de arsénico, se
consideran venenosos y carcinégenos cuando estan presentes en el organismo a niveles que superan su capacidad
para desintoxicar el metaloide y se asocian con muchos efectos secundarios adversos.

Existe la necesidad de terapias alternativas para el tratamiento de enfermedades proliferativas tales como céancer
(incluyendo el tratamiento de tumores sélidos) y las afecciones relacionadas. En particular, existe la necesidad de
terapias alternativas para el tratamiento de la APL, incluyendo la leucemia mielocitica aguda (AML). También se
necesita un tratamiento terapéutico para el sindrome mielodisplasico.

La presente invencion se refiere a un grupo de compuestos de arsendxido que comprenden un residuo de
aminoacido opcionalmente sustituido unido a través de un grupo de engarce a un grupo de fenilarsendxido. Los
compuestos de acuerdo con la presente invencidon pueden tener una 0 mas ventajas frente a los compuestos
arsenicales conocidos, tales como el triéxido de arsénico y los compuestos de arsendxido divulgados en el
documento WO 01/21628 o WO 04/042079, incluyendo el compuesto 4-(N-(S-glutationilacetil)amino)fenilarsenéxido
(GSAO), particularmente cuando se usan para el tratamiento de enfermedades proliferativas tales como el cancer
(por ejemplo, tumores solidos).

Resumen de lainvencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula general (1):

iy
HaN ?R‘a’),,

:ITR%
N’R1
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donde:

el grupo As(OH), puede estar orto, meta o para con respecto al &tomo de N del anillo de fenilo;

R! se selecciona de entre hidrégeno y alquilo C13;

R? y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci-3
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C».3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opcionalmente sustituido;

R y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci-3
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C»-3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opcionalmente sustituido;

m es un nimero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

n es un nimero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

* indica un atomo de carbono quiral; y sales y hidratos del mismo;

donde el sustituyente opcional se selecciona independientemente de entre alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, heterocicloalquilo, halo, haloalquilo, haloalquinilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxi, tioalcoxi, alqueniloxi,
haloalcoxi, haloalqueniloxi, NO, nitroalquilo, nitroalquenilo, nitroalquinilo, nitroheterociclilo, alquilamino,
dialquilamino, alquenilamino, alquinilamino, acilo, alquenoilo, alquinoilo, acilamino, diacilamino, aciloxi,
alquilsulfoniloxi, heterocicloxi, heterocicloamino, haloheterocicloalquilo, alquilsulfenilo, alquilcarboniloxi, alquiltio,
aciltio, fosfono, fosfinilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, aralquilo, alquilheteroarilo, ciano, cianato, isocianato, CO2H,
COzalquilo, C(O)NH>, -C(O)NH(alquilo) y -C(O)N(alquil)..

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos
un compuesto de formula (I) o una sal, un hidrato, un enantiémero o un racemato del mismo, de acuerdo con el
primer aspecto de la invencidn, junto con un excipiente, diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (I) o una sal, un hidrato, un enantiémero
o un racemato del mismo, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, para su uso en la inhibicion de la
angiogénesis en un vertebrado.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (I) o una sal, un hidrato, un
enantiomero o un racemato del mismo, de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, para su uso en la
induccién selectiva de la transicién de la permeabilidad mitocondrial (MPT) en un vertebrado.

En un aspecto mas, la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (I) o una sal, un hidrato, un
enantiomero o un racemato del mismo, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, para la induccion de la
apoptosis en células proliferativas de mamifero.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (I) o una sal, un hidrato, un enantiomero
0 un racemato del mismo, de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, para su uso en el tratamiento de la
leucemia o el sindrome mielodisplasico en un vertebrado.

Definiciones

A continuacion, se presentan algunas definiciones que pueden ser (tiles en la comprension de la descripcion de la
presente invencién. Se pretende que sean definiciones generales, y el alcance de la presente invenciéon no se
deberia limitar, de ninguna manera, solo a esos términos y expresiones, sino que se exponen para facilitar la
comprension de la siguiente descripcion.

A menos que el contexto indique lo contrario o0 que se especifique lo contrario, los nimeros enteros, las etapas o los
elementos de la invencion citados en la presente memoria como nimeros enteros, etapas o elementos en singular,
comprenden claramente tanto la forma singular como la plural de los nimeros enteros, etapas o elementos citados.

En la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto indique lo contrario, se entendera que el término
"comprenden”, o las variaciones tales como "comprende” o "comprendiendo” implican la inclusion de una etapa o un
elemento o0 un nimero entero o, un grupo de etapas, elementos o nimeros enteros, pero no la exclusion de ninguna
otra etapa o elemento o nimero entero, o grupo de elementos o nimeros enteros. Por lo tanto, en el contexto de la
presente memoria descriptiva, la expresion "que comprende" significa "que incluye principalmente, pero no
necesariamente exclusivamente".

Los expertos en la materia apreciaran que la invencion descrita en la presente memoria es susceptible de sufrir
variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente. Se entendera que la invencion incluye la
totalidad de dichas variaciones y modificaciones. La invencion también incluye todas las etapas, caracteristicas,
composiciones y compuestos mencionados o indicados en la presente memoria descriptiva, individual o
colectivamente, y una cualquiera y todas las combinaciones, o dos cualquiera o mas de dichas etapas o
caracteristicas.
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En el contexto de la presente memoria descriptiva, BRAO se refiere a acido 4-(2-
bromoacetilamino)bencenoarsénico; CAO se refiere a acido 4-(N-(S-cisteinilacetil)amino)-fenilarsenioso; GSAO se
refiere a acido 4-(N-(S-glutationilacetil)amino)fenilarsenioso; y PENAO y se refiere a acido 4-(N-(S-
penicilaminilacetil)amino)fenilarsenioso ["(S)-penicilamino-arsendxido].

Como se usa en la presente memoria, la expresion " grupo alquilo C1-3" incluye en su significado grupos alifaticos
saturados de cadena lineal o de cadena ramificada monovalentes ("alquilo") y divalentes ("alquileno”) que tienen de
1 a 3 atomos de carbono. Asi pues, por ejemplo, la expresién alquilo C1-3 incluye metilo, etilo, 1-propilo e isopropilo.

La expresion "grupo alquenilo C»-3" incluye en su significado grupos de hidrocarburo alifaticos insaturados de cadena
lineal o de cadena ramificada monovalentes (“alquenilo") y divalentes ("alquenileno") que tienen de 2 a 3 atomos de
carbono y al menos un doble enlace en cualquier lugar de la cadena. A menos que se indique lo contrario, la
estereoquimica de cada doble enlace puede ser independientemente cis o trans, 0 E o Z, segln proceda. Los
ejemplos de grupos alquenilo incluyen etenilo, vinilo, alilo, 1-metilvinilo, 1-propenilo y 2-propenilo.

La expresion "grupo alquinilo C,.3", como se usa en la presente memoria, incluye en su significado grupos de
hidrocarburo alifaticos insaturados monovalentes ("alquinilo") y divalentes ("alquinileno") que tienen de 2 a 3 4tomos
de carbono y que tienen al menos un triple enlace. Los ejemplos de grupos alquinilo incluyen, pero sin limitacion,
etinilo, 1-propinilo.

El término "alcoxi", como se usa en la presente memoria, se refiere a grupos alquiloxi (es decir, O-alquilo) de cadena
lineal o ramificada, donde alquilo es como se ha definido anteriormente. Los ejemplos de grupos alcoxi incluyen
metoxi, etoxi, N-propoxi e iISopropoxi.

El término "amino”, como se usa en la presente memoria, se refiere a grupos de forman -NR?R® donde R* y R® se
seleccionan individualmente de entre hidrogeno, alquilo (Ci.4) opcionalmente sustituido, alquenilo (Cz.4)
opcionalmente sustituido, alquinilo (C».4) opcionalmente sustituido, arilo (Ce.10) opcionalmente sustituido y aralquilo
opcionalmente sustituido, tales como bencilo. El grupo amino puede ser un grupo amino primario, secundario o
terciario.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término "arsendxido" es sinébnimo de "&acido arsenioso" y se
refiere al resto As(OH)2, que también se puede representar como As=0.

El término "aminoéacido”, como se usa en la presente memoria, incluye aminoacidos naturales y no naturales, asi
como variantes sustituidas de los mismos. Por lo tanto, las formas de aminoacidos (L) y (D) se incluyen en el
alcance del término "aminoacido”. El término "aminoacido" incluye dentro de su alcance glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, triptéfano, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina,
glutamina, acido aspartico, &cido glutamico, lisina, arginina e histidina. La estructura del residuo de aminoé&cido
puede estar sustituida con uno o mas grupos seleccionados independientemente de entre alquilo (Ci.6), hal6geno,
hidroxi, hidroxialquilo (C1.¢), arilo, por ejemplo, fenilo, arilalquilo (C1-3), por ejemplo, bencilo, y cicloalquilo (Cs.s).

La expresion "arilo Ce.10" 0 variantes tales como "arileno”, como se usan en la presente memoria, se refieren a
residuos de hidrocarburos aromaticos monovalentes ("arilo") y divalentes ("arileno") individuales, polinucleares,
conjugados y condensados que tienen de 6 a 10 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos aromaticos incluyen
fenilo y naftilo.

El término "arilalquilo” o variantes tales como "aralquilo”, como se usan en la presente memoria, incluyen en su
significado radicales de hidrocarburos aromaticos monovalentes (“arilo") y divalentes ("arileno") individuales,
polinucleares, conjugados y condensados unidos a radicales alquileno divalentes saturados de cadena lineal o
ramificada. Los ejemplos de grupos arilalquilo incluyen bencilo.

La expresion "heterocicloalquilo Cs.g", como se usa en la presente memoria, incluye en su significado radicales de
hidrocarburos monovalentes ("heterocicloalquilo”) y divalentes ("heterocicloalquileno"), saturados, monociclicos,
biciclicos, policiclicos o condensados que tienen de 3 a 8 atomos en el anillo, donde de 1 a 5, o de 1 a 3 atomos del
anillo son heteroatomos seleccionados independientemente de entre O, N, NH o S. El grupo heterocicloalquilo
puede ser heterocicloalquilo Cs.6. El grupo heterocicloalquilo puede ser heterocicloalquilo Cs.s. Los ejemplos de
grupos heterocicloalquilo incluyen aziridinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, quinuclidinilo, azetidinilo,
morfolinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo y similares.

La expresion "grupo heteroaromatico Cs.2¢" y variantes tales como "heteroarilo” o "heteroarileno”, como se usan en la
presente memoria, incluyen en su significado radicales aromaticos monovalentes ("heteroarilo") y divalentes
("heteroarileno"), individuales, polinucleares, conjugados y condensados que tienen de 5 a 20 atomos, donde de 1 a
6 atomos o de 1 a4 o de 1 a 2 atomos del anillo son heteroatomos seleccionados independientemente de entre O,
N, NH y S. El grupo heteroaromatico puede ser un grupo heteroaromatico Cs.10. El grupo heteroaromatico puede ser
un grupo heteroaromatico Csg. Los ejemplos de grupos heteroaromaticos incluyen piridilo, pirimidinilo, piridazinilo,
pirazinilo, 2,2'-bipiridilo, fenantrolinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, imidazolinilo, tiazolinilo, pirrolilo, furanilo, tiofenilo,
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oxazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, triazolilo, y similares.

El término "halégeno” o variantes tales como "haluro” o "halo"”, como se usan en la presente memoria, se refieren a
fldor, cloro, bromo y yodo.

El término "heteroatomo” o variantes tales como "hetero-", como se usan en la presente memoria, se refieren a O, N,
NHy S.

La expresién "opcionalmente sustituido”, como se usa en la presente memoria, significa que el grupo al que esta
expresion se refiere puede no estar sustituido o puede estar sustituido con uno o0 mas grupos seleccionados
independientemente de entre alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, halo,
haloalquilo, haloalquinilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxi, tioalcoxi, alqueniloxi, haloalcoxi, haloalqueniloxi, NO2,
NRaRb, nitroalquilo, nitroalquenilo, nitroalquinilo, nitroheterociclilo, alquilamino, dialquilamino, alquenilamina,
alquinilamino, acilo, alquenoilo, alquinoilo, acilamino, diacilamino, aciloxi, alquilsulfoniloxi, heterocicloxi,
heterocicloamino, haloheterocicloalquilo, alquilsulfenilo, alquilcarboniloxi, alquiltio, aciltio, grupos que contienen
fésforo tales como fosfono y fosfinilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, aralquilo, heteroarilo, ciano, cianato, isocianato,
CO2H, COzalquilo, C(O)NH2, -C(O)NH(alquilo) y -C(O)N(alquilo).. Los sustituyentes preferidos incluyen alquilo Ci.3,
alcoxi Ci.3, -CHz-alcoxi (Ci-3), arilo Ce10, por ejemplo, fenilo, -CH.-fenilo, halo, hidroxilo, hidroxialquilo Ci3 y
haloalquilo (C1.3), por ejemplo, CF3, CH>CF3. Los sustituyentes particularmente preferidos incluyen alquilo C1-3, alcoxi
Ci.3, halo, hidroxilo, hidroxialquilo (C1-3), por ejemplo, CH,OH y haloalquilo (C1-3), por ejemplo, CF3, CH2CFs3.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término "administrando", y las variaciones del mismo
incluyendo "administrar" y "administracién", incluyen poner en contacto, aplicar, suministrar o proporcionar un
compuesto o0 una composicion de la invencion a un organismo o una superficie mediante cualquier medio adecuado.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término "vertebrado” incluye seres humanos e individuos de
cualquier especie de importancia social, econémica o de investigacion incluyendo, pero sin limitacion, los miembros
del género ovino, bovino, equino, porcino, felino, canino, primates (incluyendo los primates humanos y no humanos),
roedores, murino, caprino, leporino y aviar. En una realizacion preferida, el vertebrado es un ser humano.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término "tratamiento” se refiere a todos y cada uno de los usos
gue remedian un estado patolégico o sus sintomas, evitan el establecimiento de la enfermedad, o previenen,
impiden, retrasan o invierten de otra manera la progresion de la enfermedad o de otros sintomas no deseados en
modo alguno.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, la expresion "cantidad eficaz" incluye en su significado una
cantidad suficiente pero no téxica de un compuesto 0 una composicidn de la invencion para proporcionar un efecto
deseado. Por lo tanto, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" incluye en su significado una cantidad
suficiente pero no toxica de un compuesto o una composicion de la invencidn para proporcionar el efecto terapéutico
deseado. La cantidad exacta necesaria variara de un sujeto a otro dependiendo de factores tales como la especie
gue se esta tratando, el sexo, la edad y el estado general de salud del sujeto, la gravedad de la afeccion que se esta
tratando, el agente que se administra en particular, el modo de administracion, etcétera. Asi pues, no es posible
especificar una "cantidad eficaz" exacta. Sin embargo, para cualquier caso dado, el experto en la materia puede
determinar una "cantidad eficaz" apropiada solo mediante los métodos experimentales habituales.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Estructura de (S)-penicilamina-arsenéxido ("PENAQ").

Figura 2. Espectro de RMN de *H de (S)-penicilamina-arsenoxido.

Figura 3. Datos de correlacion a mdiltiples enlaces *H-"*C bidimensional para (S)-penicilamina-arsenéxido. Se
observé acoplamiento de largo alcance entre los hidrégenos de acilo del acido 4-(2-
bromoacetilamino)bencenearsoénico ("BRAQO") (3 3,55) y el carbono cuaternario de la penicilamina (3 46,75). El
espectro de RMN se registré en D,O en un espectrometro de RMN de sonda de doble canal Bruker a 300 MHz.

Figura 4. Espectrometria de masas: pico de masa sodiado observado a 413,011678 (5 1,5 ppm del calculado).
La formacién rapida de alquiléster se produce en funcidn del disolvente alcohdlico usado, por ejemplo, si la
muestra se procesa en metanol, los principales picos observados son +15 o +30 unidades de masa.

Figura 5. La (S)-penicilamina-arsenéxido inhibe la proliferacion de las células BAE con una Clsg de 0,4 uM. El
compuesto arsenical pentavalente, el acido (S)-penicilamina-arsénico, no tiene ningun efecto sobre la
proliferacién. Los puntos de datos son la media = DE de tres experimentos realizados por triplicado.

Figura 6. Comparaciéon de los efectos de (S)-penicilamina-arsendxido en la proliferacion de BAE frente a la
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viabilidad. Los puntos de datos son la media + DE de tres experimentos realizados por triplicado.

Figura 7. El (S)-penicilamina-arsenéxido es tan buen inhibidor de la proliferacién de las células APL como el
trioxido de arsénico. El nimero de células NB4 viables que quedan tras 72 h de incubacién a concentraciones
crecientes de triéxido de arsénico, penicilamina-arsendxido o GSAO. Los puntos de datos son la media + DE de
las determinaciones por triplicado.

Figura 8. El (S)-penicilamina-arsenéxido es mas eficaz que el GSAO en la induccién de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial. La dilatacién mitocondrial inducida por GSAO o (S)-penicilamina-arsendxido 100 uM
medida mediante la disminucion de la dispersion de la luz a 520 nm durante 30 min. Los trazos representan dos
experimentos realizados por duplicado en dos preparaciones mitocondriales diferentes.

Figura 9. El (S)-penicilamina-arsenéxido se acumula en las células BAE a una velocidad ~70 veces superior
que el GSAO. Se incubaron células BAE durante hasta 4 h en presencia de GSAO o (S)-penicilamina-
arsendxido 50 uM, y se midié el arsénico citosolico mediante espectrometria con plasma de acoplamiento
inductivo. Los puntos de datos y las barras de error son la media + DE de las determinaciones por triplicado y
representan dos experimentos.

Figura 10. La inhibicion de OATP de la superficie celular suaviza la acumulacion celular de (S)-penicilamina-
arsenoéxido v la actividad antiproliferativa. A. Inhibiciéon de la acumulacion de (S)-penicilamina-arsenoxido en las
células endoteliales mediante el inhibidor de OATP, DIDS. Se pretrataron las células o no con DIDS 500 uM
durante 30 min y después se incubaron con (S)-penicilamina-arsenéxido 20 uM durante 2 h. Se determiné el
contenido de arsénico mediante MS-ICP. Los valores son la media + DE de las determinaciones por triplicado.
Los resultados representan dos experimentos. **: p < 0,01. B. DIDS suaviza la actividad antiproliferativa de
GSAO en las células endoteliales. Se pretrataron células BAE o no con DIDS 300 pM de 30 min y después se
incubaron con (S)-penicilamina-arsenoxido 1,5 uM durante 24 h. La viabilidad celular se determin6 mediante
MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de control. Los valores son la media + DE de las
determinaciones por triplicado. Los resultados representan dos experimentos. **: p < 0,01.

Figura 11. El (S)-penicilamina-arsendxido es bombeado fuera de las células por MRP1/2. A. Se incubaron
células BAE durante hasta 2 h con (S)-penicilamina-arsenéxido 50 uM en la ausencia o presencia de 4H10
(5 uM) 0 MK-571 (25 uM) y se midio el arsénico citosolico mediante espectrometria con plasma de acoplamiento
inductivo. Los puntos de datos y las barras de error son la media + DE de las determinaciones por cuadruplicado
y representan dos experimentos. B. Efecto de los inhibidores de MRP1/2, 4H10 (2 uM) y MK-571 (15 uM), en la
inhibicion mediante penicilamina-arsenéxido (0,3 uM) de la proliferacién de las células BAE. Los inhibidores de
MRP se incubaron durante 30 min con las células antes de la incubacién con (S)-penicilamina-arsenoxido
durante 72 h. Los puntos de datos y las barras de error son la media + DE de las determinaciones por triplicado.
*** es p <0,001; **es p<0,01.

Figura 12. El agotamiento de la glutationa celular aumenta la actividad antiproliferativa del (S)-penicilamina-
arsenoxido. Se trataron células BAE conjuntamente con (S)-penicilamina-arsendxido y las concentraciones
indicadas de BSO durante 72 h, y se calcul6 la Clso para la detencién de la proliferacion. Los puntos de datos y
las barras de error son la media + DE de dos experimentos realizados por triplicado.

Figura 13. Inhibicion del crecimiento de tumores de carcinoma pancreatico humano mediante la administracion
subcutdnea continua de (S)-penicilamina-arsenéxido. Se establecieron tumores BxPC-3 en la linea media
proximal de ratones atimicos BalbC hembra de 7 a 9 semanas de vida. Se implantaron a los ratones portadores
de tumores de ~50 mm® bombas micro-osméticas Alzet de 28 dias subcutaneamente en la ijjada. Las bombas
administraron 0,25; 0,5 o 1 mg/kg/dia de (S)-penicilamina-arsenéxido en glicina 100 mM (vehiculo).

Figura 14. Produccién de CAO por escisién enzimatica de GSAO.

Figura 15. Analisis de HPLC de GSAO y CAQ. Se resolvieron 5 nmol de GSAO (parte A) o CAO (parte B) en
una columna de fase inversa C18 y se detectaron por absorbancia a 256 nm.

Figura 16. El CAO se acumula mas rdpidamente en las células y tiene una mayor actividad antiproliferativa que
el GSAO. A. El CAO se acumula en las células a una velocidad mucho mayor que el GSAO. Se incubaron
células BAE con GSAO o CAO 50 uM durante 4 h. Se determinaron los niveles de arsénico celulares mediante
ICP-MS. Las velocidades de acumulaciéon de GSAO y CAO son de 0,03 y 0,20 nmol de atomos de As por 10°
células, respectivamente. Los puntos de datos son la media + DE de tres determinaciones. Los resultados son
representativos de dos experimentos. B. El CAO es exportado de las células por la proteina asociada a la
resistencia a multiples farmacos 1. Las células BAE pretratadas durante 30 minutos con 10 uM del inhibidor de
MRP-1 4H10 se incubaron con GSAO o CAO 50 uM durante 2 h. Se determinaron los niveles de arsénico
celulares mediante ICP-MS. Los puntos de datos son la media + DE de tres determinaciones. Los resultados
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representan dos experimentos. C. Valores de Clso de GSAO y CAO para la detencion de la proliferaciéon de las
células endoteliales. Se incubaron células BAE con GSAO o CAO 0,8-100 uM durante 24, 48 o 72 h. Se
determind la viabilidad celular mediante MTT. Los resultados se expresan como el porcentaje de control. Los
valores son la media + DE de determinaciones por triplicado. Los resultados representan tres experimentos.

Figura 17. El CAO desencadena la transicion de la permeabilidad mitocondrial. Las mitocondrias se incubaron
con nada (*), Ca’+ 150 uMy Pi 6 mM (o) o CAO 200 uM (A) y se controlé la dilatacién mediante la disminucién
de la dispersién de la luz a 520 nm durante 60 min. Los trazos representan dos experimentos.

Descripcion detallada de la invencién las realizaciones preferidas de la invencién

La presente invencion se refiere a compuestos de organoarsendxido que comprenden un resto de aminoacido
opcionalmente sustituido unido a través de un grupo de engarce a un grupo de fenilarsenoéxido.

Los compuestos de organoarsendxido de acuerdo con la presente invencion tienen un resto de aminoacido
sustituido o no sustituido. Los ejemplos de restos de aminoé&cidos incluyen cisteinilo, cisteinilo sustituido, por ejemplo
penicilaminilo (también conocido como B,B-dimetilcisteinilo o 3-mercaptovalinilo), alaninilo opcionalmente sustituido,
mercaptoalaninilo opcionalmente sustituido, valinilo opcionalmente sustituido, 4-mercaptovalinilo opcionalmente
sustituido, leucinilo opcionalmente sustituido, 3 - 0 4 -, 0 5-mercaptoleucinilo opcionalmente sustituido, isoleucinilo
opcionalmente sustituido o 3-, 4- o 5-isoleucinilo opcionalmente sustituido. En una realizacion preferida de la
invencion, el resto de aminoacido es f,B-dimetilcisteinilo ("penicilaminilo”). En otra realizacién de la invencion, el
resto de aminoacido es (S)-penicilaminilo. En otra realizacién de la invencion, el resto de aminoécido es cisteinilo. El
resto de aminoacido puede tener una configuracion (L), (D), (R) o (S). Los sustituyentes opcionales incluyen alquilo
Ci.3, ciclopropilo, alcoxilo Ci3, -CHz-alcoxilo Ci.3, arilo Ce.10, -CHo-fenilo, halo, hidroxilo, hidroxialquilo Ci.3 y
haloalquilo C1.3, por ejemplo, CF3, CH,CF3. En realizaciones preferidas, los sustituyentes opcionales se seleccionan
independientemente de entre hidroxilo, metoxi, halo, metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, CH,OH y CFs.

El grupo de engarce de los compuestos de organoarsenoxido de acuerdo con la presente invenciéon es un grupo
acetamido sustituido o no sustituido. En una realizacion, el grupo de engarce es un grupo acetamido no sustituido.

En particular, la invencion se refiere a compuestos de férmula general (1):

oza'
H;iﬂil : CR*R5),

CR?RY)

0 M"’F"t

—As(OH);
@

donde

el grupo As(OH), puede estar orto, meta o para con respecto al &tomo de N del anillo de fenilo;

R' se selecciona de entre hidrégeno y alquilo C13;

R? y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci-3
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C,.3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opcionalmente sustituido;

R* y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci-3
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C».3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opcionalmente sustituido;

m es un nimero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

n es un nimero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

* indica un atomo de carbono quiral; y

sales e hidratos del mismo;

donde el sustituyente opcional se selecciona independientemente de entre alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, heterocicloalquilo, halo, haloalquilo, haloalquinilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxi, tioalcoxi, alqueniloxi,
haloalcoxi, haloalqueniloxi, NO, nitroalquilo, nitroalquenilo, nitroalquinilo, nitroheterociclilo, alquilamino,
dialquilamino, alquenilamino, alquinilamino, acilo, alquenoilo, alquinoilo, acilamino, diacilamino, aciloxi,
alquilsulfoniloxi, heterocicloxi, heterocicloamino, haloheterocicloalquilo, alquilsulfenilo, alquilcarboniloxi, alquiltio,
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aciltio, fosfono, fosfinilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, aralquilo, alquilheteroarilo, ciano, cianato, isocianato, CO2H,
COsalquilo, C(O)NH_, -C(O)NH(alquilo) y -C(O)N(alquilo)s.

A continuacion, se describen las realizaciones preferidas de los compuestos de féormula general (I). Se debe
entender que una cualquiera o0 mas de las realizaciones divulgadas en la presente memoria se pueden combinar con
cualquier otra realizacién o realizaciones, incluyendo la(s) realizacién(es) preferida(s).

Los sustituyentes opcionales pueden ser iguales o diferentes y, tipicamente, se seleccionan independientemente de
entre alquilo Ci.3, ciclopropilo, alcoxi Ci-3, CHz-alcoxi Ci.3, arilo Ce.10, -CHa-fenilo, halo, hidroxilo, hidroxialquilo Ci.3 y
haloalquilo Ci.3, por ejemplo, CF3;, CH,CFs. En una realizacion, los sustituyentes opcionales se seleccionan
independientemente de entre hidroxilo, metoxi, halo, metilo, etilo, propilo, ciclopropilo, CH,OH y CFs. En una
realizacién, no hay sustituyentes opcionales.

El grupo As(OH), puede estar orto, meta o para con respecto al atomo de N del anillo de fenilo. En una realizacion,
el grupo As(OH), esté para con respecto al atomo de N del anillo de fenilo. En otra realizacion, el grupo As(OH);
esta orto con respecto al &tomo de N del anillo de fenilo.

R' puede ser hidrégeno, metilo o etilo. En una realizacion, R* es hidrégeno.

R? y R® pueden ser iguales o diferentes. R? y R® se pueden seleccionar independientemente de entre hidrégeno,
alquilo Ci.3, alquenilo Cy.3, alcoxi Ci.3, haloalcoxi (Ci-3), hidroxialquilo (Ci.3) y haloalquilo (C1-3). En una realizacién
preferida, R? y R® se pueden seleccionar independientemente de entre hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, vinilo,
CH20OH, CF3 y OCFs. En otra realizacion preferida, R? y R® se pueden seleccionar independientemente de entre
hidrégeno, metilo y etilo. En otra realizacion, R? es metilo y R® es hidrégeno. En otra realizacién, ambos R? y R® son
hidrégeno.

R* y R® pueden ser iguales o diferentes. R* y R® se pueden seleccionar independientemente de entre hidrégeno,
alquilo Ci.3, alquenilo Cy.3, alcoxi Ci.3, haloalcoxi (Ci-3), hidroxialquilo (Ci.3) y haloalquilo (Ci-3). En una realizacién
preferida, R y R® se pueden seleccionar independientemente de entre hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, vinilo,
hidroxialquilo (C1.3), CF3 y OCFs. En otra realizacion preferida, R* y R® se pueden seleccionar independientemente
de entre hidrégeno, metilo, etilo y CH,OH. En otra realizacién, R* es metilo o etilo y R® es hidrégeno o metilo. En otra
realizacion, R” es metilo y R> es hidrégeno. En otra realizacién, ambos R* y R® son hidrégeno. En otra realizacion,
ambos R* y R® son metilo.

En una realizacién, m es 1 o 2. En otra realizacion, n es 1 o 2. En otra realizaciéon, ambos m y n son 1.

En una realizacion de los compuestos de formula (Ig, el grupo As(OH), esta orto o para con respecto al atomo de N
del anillo de fenilo; R es hidrégeno o metilo; R? y R” se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo
Ci.3, alquenilo C,., alcoxi Cis, haloalcoxi (Ci.3), hidroxialquilo (C1.3) y haloalquilo (C1.3); R* y R® se seleccionan
independientemente de entre hidrogeno, alquilo Ci.3, alquenilo Ca.3, alcoxi Ci.3, haloalcoxi (Ci-3), hidroxialquilo (Ci-3)
y haloalquilo (Ci3); mes102;yneslo?2.

En otra realizacion de los compuestos de formula (Ig, el grupo As(OH), esta orto o para con respecto al atomo de N
del anillo de fenilo; R* es hidrégeno o metilo; R? y R” se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, metilo,
etilo, metoxi, vinilo, CH,OH, CF3 y OCF3; R* y R® se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, metilo,
etilo, CH,OH, metoxi, vinilo, CF3 y OCF3; mes 1;ynes 1.

En otra realizacion mas de los compuestos de formula (1), el grupo As(OH), esta orto o para con respecto al atomo
de N del anillo de fenilo; R* es hidrogeno o metilo; R? y R? se seleccionan independientemente de entre hidrégeno,
metilo y etilo; R4y R’ se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, metilo y etilo; mes 1; y n es 1.

En otra realizacion de los compuestos de formula (1), el grupo As(OH), esta orto o para con respecto al atomo de N
del anillo de fenilo; R* es hidrégeno o metilo; R? es hidrégeno o metilo; R® es hidrégeno o metilo; R* es hidrégeno,
metilo o etilo; R® es hidrégeno o metilo; mes 1;y n es 1.

En otra realizacion de los compuestos de formula (1), el grupo As(OH). esta para con respecto al &tomo de N del
anillo de fenilo;: R es hidrégeno; R? es hidrogeno o metilo; R® es hidrégeno; R* es hidrégeno o metilo; R® es
hidrégeno o metilo; mes 1;y nes 1.

En una realizacién particular de la invencién, el compuesto de férmula (1) es:
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CHj
oY LS
e AS(OH)z,

Este compuesto se denomina en la presente memoria “penicilamina-arsenéxido”.

En otra realizacion de la invencion, el compuesto de formula (1) es:

H
HO.C N

Este compuesto se puede denominar en la presente memoria “cisteinil-fenilarsenéxido”.

OH)a,

Sintesis de los compuestos de formula (1)

Los compuestos de férmula (I) pueden ser preparados facilmente por los expertos en la materia mediante métodos y
materiales conocidos en la técnica y con referencia a libros de texto estdndar tales como "Advanced Organic
Chemistry" de Jerry March (tercera edicion, 1985, John Wiley and Sons) o "Comprehensive Organic
Transformations” de Richard C. Larock (1989, VCH Publishers).

A continuacién, se muestra un esquema representativo para la preparacion de los compuestos de formula (1):

Esquema 1
RS R*
P‘ozc XBQ“/N
+ Base
P’HN @MOH);

1
‘3R2R

P! 0.C
OM(OH)z

donde X es un grupo saliente, y Pt y P?es hidrégeno o grupos protectores.

En el Esquema 1, X es un grupo saliente capaz de ser desplazado en una reaccion nucledfila por un nucledfilo. Los
grupos salientes adecuados incluyen halégenos tales como yodo, bromo y cloro. Los expertos en la materia
conoceran otros grupos salientes adecuados. De acuerdo con la presente invencion, el grupo nucledfilo puede ser
un tiol. El -SH se puede desprotonar mediante una base, tal como hidroxido de sodio, hidroxido de potasio,
bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, etc. El grupo amino y/o grupo de acido carboxilico se pueden proteger.
Los grupos protectores adecuados son conocidos por los expertos en la materia, y cabe hacer referencia a
"Protective Groups in Organic Synthesis" de Theodora Greene y Peter Wuts (tercera edicion, 1999, John Wiley and
Sons).

En una estrategia de sintesis alternativa, los compuestos de formula (I) de acuerdo con la presente invencion se
pueden preparar mediante la escision enzimatica de un residuo de peptidilo de un compuesto de organoarsendxido.
La(s) enzima(s) adecuada(s) se puede(n) seleccionar dependiendo de la composicion del residuo de peptidilo. Asi
pues, por ejemplo, cuando un compuesto de partida de organoarsendéxido comprende un residuo de tripéptido tal
como glutationa, los compuestos de formula (I) se pueden preparar mediante escision enzimatica del residuo de -
glutamilo terminal con y-glutamil transpeptidasa (por ejemplo, y-glutamil transpeptidasa de tipo | de rifion ovino),
seguido de la escision del residuo de glicinilo con una aminopeptidasa (por ejemplo, aminopeptidasa de rifion
porcino) para dejar un residuo de aminoécido cisteinilo.
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La estereoquimica del atomo quiral indicado por * en la formula (1) puede ser (R) o (S). La presente invencién incluye
las formas enantioméricamente puras de los compuestos de férmula (I), mezclas de enantiémeros en cualquier
proporcion, asi como racematos. En una realizacion de la invencion, la estereoquimica del atomo quiral indicado por
* en la férmula (1) es (R). En otra realizacion de la invencién, la estereoquimica del atomo quiral indicado por * en la
férmula (1) es (S).

En otra realizacion preferida de la invencién, el compuesto de férmula (l) es (S)-penicilamina-arsenéxido. En otra
realizacién preferida de la invencion, el compuesto de férmula (1) es (R)-penicilamina-arsenéxido. En otra realizacion,
el compuesto de formula (I) comprende una mezcla de enantiémeros (R) y (S) de penicilamina-arsenoxido. En otra
realizacion, la mezcla de enantiomeros (R) y (S) de penicilamina-arsendxido es una mezcla racémica.

En una realizacion preferida de la invencion, el compuesto de formula (I) es (S)-cisteinil-fenilarsenéxido. En otra
realizacién preferida de la invencién, el compuesto de formula (1) es (R)-cisteinil-fenilarsendxido. En otra realizacion,
el compuesto de formula (I) comprende una mezcla de enantiémeros (R) y (S) de cisteinil-fenilarsenéxido. En otra
realizacion, la mezcla de enantiomeros (R) y (S) de cisteinil-fenilarsendxido es una mezcla racémica.

También se incluyen en el alcance de la presente invencion todos los estereoisomeros, isbmeros geometricos y
formas tautoméricas de los compuestos de formula (1), incluyendo compuestos que presentan mas de un tipo de
isomeria, y las mezclas de uno o mas de los mismos. También se incluyen sales de adicion de &cidos o bases
donde el contraion es Opticamente activo, por ejemplo, d-lactato o I-lisina, o racémico, por ejemplo, dl-tartrato o dI-
arginina.

Los isémeros cis/trans (E/Z) se pueden separar mediante técnicas convencionales bien conocidas por los expertos
en la materia, por ejemplo, cromatografia y cristalizacién fraccionada.

Las técnicas convencionales para la preparacion/el aislamiento de enantiomeros individuales incluyen sintesis quiral
a partir de un precursor 6pticamente puro adecuado o resolucion del racemato (o el racemato de una sal 0o un
derivado) usando, por ejemplo, cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC) quiral.

Como alternativa, se puede hacer reaccionar el racemato (0 un precursor racémico) con un compuesto adecuado
Opticamente activo, por ejemplo, un alcohol o, en el caso de que el compuesto de férmula | contenga un resto &cido
o0 bésico, una base o &cido tal como 1-feniletilamina o &cido tartarico. La mezcla diastereomérica resultante se puede
separar mediante cromatografia y/o cristalizacion fraccionada y convertir uno o ambos de los diastereoisdémeros en
el(los) enantiomero(s) puro(s) correspondiente(s) por medios bien conocidos por el experto.

Los compuestos quirales de la invencién (y precursores quirales de los mismos) se pueden obtener en forma
enantioméricamente enriquecida mediante cromatografia, tipicamente HPLC, sobre una resina asimétrica con una
fase movil que consiste en un hidrocarburo, tipicamente heptano o hexano, que contiene del 0 al 50% en volumen
de isopropanol, tipicamente del 2% al 20%, y del 0 al 5% en volumen de una alquilamina, tipicamente el 0,1% de
dietilamina. La concentracion del eluato proporciona la mezcla enriquecida.

Aplicacion(es) terapéutica(s)

Los compuestos de formula () de acuerdo con la presente invencion, y las sales e hidratos farmacéuticamente
aceptables de los mismos, son capaces de unirse a los residuos de cisteina del translocador mitocondrial de
nucleétidos de adenina (ANT) en células endoteliales proliferativas, induciendo de ese modo la transicién de la
permeabilidad mitocondrial (MPT). Por consiguiente, los compuestos de férmula () de acuerdo con la presente
invencién se pueden usar para inducir la detencion de la proliferaciéon y la muerte celular. Ventajosamente, los
compuestos de formula (I) pueden inducir selectivamente la MPT en células endoteliales proliferativas, en
comparacion con otras células tales como células tumorales. Por lo tanto, los compuestos de férmula (I) pueden ser
utiles en el tratamiento de enfermedades proliferativas.

Ventajosamente, los compuestos de férmula (1), tales como el penicilamina-arsendxido y el cisteinil-fenilarsenéxido,
pueden ser mas eficaces que los compuestos de arsendxido conocidos, incluyendo los compuestos de organo-
arsenoxido divulgados en el documento WO 01/21628, tales como el compuesto 4-(N-(S-
glutationilacetil)amino)fenilarsenéxido ("GSAQ"), en la inhibicion de la proliferacion celular (particularmente, la
proliferacion de las células endoteliales) y/o la reduccion de la viabilidad de las células endoteliales. En el contexto
de la presente invencion, "la reduccién de la viabilidad de las células endoteliales" puede incluir la muerte celular o la
progresion hacia la muerte celular. Por ejemplo, los compuestos de formula (I) pueden ser aproximadamente 5
veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 15 veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 25
veces, aproximadamente 30 veces, aproximadamente 40 veces, aproximadamente 50 veces, aproximadamente 75
veces 0 aproximadamente 100 veces mas eficaces que el GSAO en la inhibicién de la proliferacion de las células
endoteliales y/o la reduccion de la viabilidad de las células endoteliales. En una realizacién patrticular, los
compuestos de férmula (1) son de aproximadamente 5 a 50 veces mas eficaces que el GSAO en la inhibicion de la
proliferacion y/o la reduccion de la viabilidad de las células endoteliales. En otra realizacion, los compuestos de
férmula (1) son de aproximadamente 10 a 30 veces mas eficaces que el GSAO en la inhibicion de la proliferacion y/o
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la reduccion de la viabilidad de las células endoteliales. En otra realizacion, los compuestos de férmula (I) son de
aproximadamente 20 a 25 veces mas eficaces que el GSAO en la inhibicion de la proliferacion y/o la reduccion de la
viabilidad de las células endoteliales.

Ventajosamente, los compuestos de férmula (1), tales como el penicilamina-arsenéxido y el cisteinil-fenilarsenoxido,
pueden ser més eficaces que los compuestos de arsendxido conocidos, por ejemplo el GSAO, en la induccion de la
transicion de la permeabilidad mitocondrial (MPT). Por ejemplo, el tiempo para la dilatacion maxima media de
mitocondrias aisladas puede ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 veces, de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 veces, de aproximadamente 2 a aproximadamente 6 veces o de aproximadamente 2 a
aproximadamente 4 veces mas rapido para los compuestos de formula (I) que para otros compuestos de arsenéxido
tales como el GSAO. En una realizacion particular de los compuestos de la invencion de formula (1), estos son de
aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces mas rapidos en la induccion de la MPT que otros compuestos de
arsenoxido tales como el GSAQ. En otra realizacion, los compuestos de férmula (I) son de aproximadamente 2 a
aproximadamente 6 veces mas rapidos en la induccion de la MPT que otros compuestos de arsendxido tales como
el GSAO. En otra realizacion, los compuestos de formula (I) son aproximadamente 4 veces mas rapidos en la
induccion de la MPT que otros compuestos de arsendxido tales como el GSAO.

El aumento de la eficacia de inhibicion de las células endoteliales proliferativas por parte de los compuestos de
férmula (1) de acuerdo con la presente invencion se puede deber a una mayor acumulaciéon en las células. Por
ejemplo, los compuestos de formula (l) se pueden acumular en las células endoteliales a una velocidad més rapida
que la de otros compuestos de arsenoxido tales como el GSAO. Por consiguiente, los compuestos de formula (1)
pueden ser inhibidores més eficaces de la proliferacion celular que otros compuestos de organo-arsenéxido tales
como el GSAO.

Asi pues, es posible tratar una enfermedad proliferativa celular en un vertebrado mediante la administracion al
vertebrado de una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto de formula (I) o una sal o un hidrato
del mismo, o una composicion farmacéutica del mismo. Las células pueden ser células endoteliales. Los
compuestos de férmula (1) pueden ser selectivos de la proliferacion de las células endoteliales. Los compuestos de
férmula (I) pueden presentar una mayor selectividad hacia las células proliferativas que el compuesto de GSAO. La
enfermedad proliferativa puede ser cancer, tal como tumores sélidos. En una realizacién particular, se pueden tratar
tumores solidos mediante la administracion al vertebrado de una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un
compuesto de formula (1), o una sal o un hidrato del mismo, o una composiciéon farmacéutica de los mismos. En
realizaciones preferidas, el compuesto de formula (1) puede ser penicilamina-arsendxido o cisteinil-fenilarsendxido.

En otra realizacion, es posible inhibir la angiogénesis en un vertebrado mediante la administracion al vertebrado de
una cantidad eficaz de al menos un compuesto de formula (I), o una sal o hidrato del mismo, o una composicion
farmacéutica de los mismos.

En otra realizacién mas de la invencion, se puede usar al menos un compuesto de formula (1), o una sal o un hidrato
del mismo, o una composicion farmacéutica de los mismos para inducir selectivamente la MPT en células
proliferativas en un vertebrado. Los compuestos de formula (1) de acuerdo con la presente invencion pueden inducir
la MPT mediante la unién a residuos de cisteina en el translocador de nucleétidos de adenina mitocondrial. El
compuesto de férmula (I) puede ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10 veces, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 veces, por ejemplo, aproximadamente 4
veces mas eficaz en la induccion de la MPT en células proliferativas que el compuesto de GSAO.

En otra realizacion de la invencién, se puede usar al menos un compuesto de formula (I, o una sal o un hidrato del
mismo, 0 una composicion farmacéutica de los mismos para inducir la apoptosis en células proliferativas en un
mamifero. Los compuestos de férmula (1) pueden inducir selectivamente la apoptosis en las células proliferativas en
relacién con las células normales. Los compuestos de formula (I) pueden ser méas eficaces en la induccion de la
apoptosis en las células proliferativas que el compuesto de GSAO.

Los compuestos de férmula (I) de acuerdo con la presente invencién también pueden ser (tiles para el tratamiento
de la leucemia promielocitica aguda (APL). El tratamiento actual de la APL es la terapia con &cido all-trans-retinoico
(ATRA), que se dirige a la lesion molecular subyacente y conduce a la diferenciacion de blastos leucémicos en
granulocitos maduros (Reiter et al., 2004). Sin embargo, el tratamiento con ATRA se asocia con el sindrome del
acido retinoico, que puede provocar la muerte. La recaida es también un problema. En pacientes que han recaido, el
triéxido de arsénico se considera el tratamiento de elecciéon (Reiter et al., 2004). Sin embargo, los compuestos
arsenicales inorganicos, tales como el trioxido de arsénico, tienen varias desventajas cuando se usan en terapia. Por
ejemplo, hace tiempo que los compuestos arsenicales inorganicos tales como el trioxido de arsénico se consideran
venenosos y carcinégenos cuando estan presentes en el organismo a niveles que superan su capacidad para
desintoxicar el metaloide. El tri6xido de arsénico se administra por infusién intravenosa durante 2 h para minimizar
los efectos secundarios, que incluyen la prolongacion del intervalo QTc, el sindrome de diferenciacién de APL,
neuropatias periféricas, disfuncion hepatica y reacciones gastrointestinales (Evens et al., 2004). Se necesitan
compuestos arsenicales mas seguros para el tratamiento de la APL, incluyendo la AML y el sindrome
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mielodisplasico.

Por lo tanto, en otra realizacion mas de la invencién, se puede usar un compuesto de férmula (1), o una sal o hidrato
del mismo, o una composicion farmacéutica de los mismos, para el tratamiento de la leucemia o del sindrome
mielodisplasico en un vertebrado.

En una realizacion, la leucemia es leucemia promielocitica aguda (APL). En otra realizacion, la leucemia es leucemia
aguda mieloide (AML). De acuerdo con la presente invencién, los compuestos de férmula (1) pueden ser al menos
tan eficaces como el triéxido de arsénico en la inhibicién de las células de APL. En una realizacién, los compuestos
de formula (I) son mas eficaces que el trioxido de arsénico en el tratamiento de la APL. Ventajosamente, los
compuestos de férmula () pueden presentar menos efectos secundarios que el trioxido de arsénico. Los
compuestos de férmula (I) pueden ser mas eficaces que otros compuestos de organoarsenodxido, tales como GSAO,
en el tratamiento de la APL, la AML y/o sindrome mielodisplasico.

Otra caracteristica de los compuestos de férmula (1) de acuerdo con la presente invencion es que pueden tener una
reducida solubilidad en lipidos, por ejemplo, en comparacion con el triéxido de arsénico. La hidrosolubilidad de los
compuestos de férmula (I) es tal que pueden tener una penetracion reducida en los tejidos, restringiéndose
principalmente al compartimiento intravascular. Por lo tanto, los compuestos de formula (I) pueden producir
ventajosamente menos efectos secundarios que otros compuestos arsenicales tales como el trioxido de arsénico.

Las ventajas terapéuticas se pueden poner en practica a través de regimenes de combinacién. En la terapia de
combinacion, los respectivos agentes se pueden administrar simultdnea o secuencialmente en cualquier orden. En
consecuencia, los métodos de tratamiento de acuerdo con la presente invencion pueden implicar la administracion
de uno o méas compuestos de formula (I). El(los) compuesto(s) de formula (I) se puede(n) administrar en
combinacion con la terapia convencional, tal como radioterapia, quimioterapia, cirugia u otras formas de intervencion
médica. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen adriamicina, taxol, fluorouricilo, melfalan, cisplatino,
oxaliplatino, alfa-interferén, vincristina, vinblastina, angioinhibinas, TNP-470, polisulfato de pentosano, factor
plaquetario 4, angiostatina, LM-609, SU-101, CM-101, Techgalan, talidomida, SP-PO y similares. Otros agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como mostazas de nitrégeno, incluyendo mecloetamina,
melfan, clorambucilo, ciclofosfamida e ifosfamida; nitrosoureas, incluyendo carmustina, lomustina, semustina y
estreptozocina; alquilsulfonatos, incluyendo busulfan; triazinas, incluyendo dicarbazina; etieniminas, incluyendo
tiotepa y hexametilmelamina; analogos de acido félico, incluyendo metotrexato; analogos de pirimidina, incluyendo 5-
fluorouracilo, arabindsido de citosina; analogos de purina, incluyendo 6-mercaptopurina y 6-tioguanina; antibidticos
antitumorales, incluyendo actinomicina D; antraciclinas, incluyendo doxorrubicina, bleomicina, mitomicina C y
metramicina; hormonas y antagonistas de hormonas, incluyendo tamoxifén y cortiosteroides y agentes miscelaneos,
incluyendo cisplatino y brequinar, y regimenes tales como COMP (ciclofosfamida, vincristina, metotrexato y
prednisona), etopésido, mBACOD (metotrexato, bleomicina, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina y
dexametasona) y PROMACE/MOPP (prednisona, metotrexato (w/leucovin rescue), doxorrubicina, ciclofosfamida,
taxol, etopdsido/mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbazina).

Formulaciones farmacéuticas y/o terapéuticas

Por lo general, para un uso médico, las sales de los compuestos de la presente invencion seran sales
farmacéuticamente aceptables, aunque se pueden usar otras sales en la preparacion de los compuestos de la
invencién o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo. “Sal farmacéuticamente aceptable” pretende significar
aquellas sales que, dentro del alcance del juicio médico razonable, son adecuadas para su uso en contacto con los
tejidos de seres humanos y animales inferiores sin provocar toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, y similares, y
corresponden a una relacién beneficio/riesgo razonable. Las sales farmacéuticamente aceptables son bien
conocidas en la técnica.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula | se pueden preparar mediante métodos
conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, por ejemplo, (i) hacer reaccionar un compuesto de férmula |
con el &cido o base deseado; (ii) eliminar un grupo protector labil en medio acido o basico de un precursor adecuado
del compuesto de férmula | o abrir el anillo de un precursor ciclico adecuado, por ejemplo, una lactona o lactama,
usando el &cido o la base deseado o (iii) convertir una sal del compuesto de férmula | en otra mediante reaccion con
un &cido o una base apropiado o por medio de una columna de intercambio i6nico adecuada.

Tipicamente, las tres reacciones se llevan a cabo en disolucion. La sal resultante puede precipitar y recogerse por
filtracion o se puede recuperar por evaporacion del disolvente. El grado de ionizacion de la sal resultante puede
variar de completamente ionizada a casi no ionizada.

Asi pues, por ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos de acuerdo con la
presente invencién se pueden preparar mezclando un acido farmacéuticamente aceptable tal como acido clorhidrico,
acido sulfdrico, &cido metanosulfénico, &cido succinico, acido fumaérico, acido maleico, &cido benzoico, &cido
fosférico, acido acético, acido oxalico, acido carbonico, acido tartarico o acido citrico con los compuestos de la
invencion. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos de la presente invencién
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incluyen, por lo tanto, sales de adicion de acido.

S. M. Berge et al. describen detalladamente sales farmacéuticamente aceptables en J. Pharmaceutical Sciences,
1977, 66:1-19. Las sales se pueden preparar in situ durante el aislamiento y la purificacién finales de los compuestos
de la invencién, o por separado haciendo reaccionar la funcién de base libre con un acido organico adecuado. Las
sales de adicibn de acido representativas incluyen acetato, adipato, alginato, ascorbato, aspartato,
bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato, canforato, canforsulfonato, citrato, digluconato,
ciclopentanopropionato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, hemisulfato,
heptonato, hexanoato , bromhidrato, clorhidrato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato,
laurilsulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato,
succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, toluenosulfonato, undecanoato, valerato, y similares. Las sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio, y similares, asi como
amonio no toéxico, amonio cuaternario y cationes de amina, incluyendo, pero sin limitacién, amonio, tetrametilamonio,
tetraetilamonio, metilamina, dimetilamina, trimetilamina, trietilamina, etilamina, trietanolamina y similares.

Los modos convenientes de administracion incluyen la inyeccién (subcutanea, intravenosa, etc.), administracion oral,
inhalacion, aplicacion transdérmica, cremas o geles o polvos topicos, o administracion rectal. En una realizacion, el
modo de administracion es parenteral. En otra forma de realizacion, el modo de administracidn es oral. Dependiendo
de la via de administracion, la formulacion y/o el compuesto puede estar revestido de un material para proteger al
compuesto de la accion de las enzimas, los acidos y otras condiciones naturales que puedan desactivar la actividad
terapéutica del compuesto. El compuesto también se puede administrar por via parenteral o intraperitoneal.

También se pueden preparar dispersiones de los compuestos de acuerdo con la invencion en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos, y en aceites. En condiciones habituales de almacenamiento y
uso, las preparaciones farmacéuticas pueden contener un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
hidrosolubles) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. Lo ideal es que la composicion sea estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento, pudiendo incluir un conservante para estabilizar la composicion frente a la accion contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos.

El(los) compuesto(s) de la invencién se puede(n) administrar por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un
vehiculo comestible asimilable. El(los) compuesto(s) y otros ingredientes también se pueden encerrar en una
capsula de recubrimiento de gelatina dura o blanda, comprimirse en comprimidos o incorporarse directamente en la
dieta de un individuo. Para la administracion terapéutica oral, el(los) compuesto(s) se puede(n) incorporar con
excipientes y usar en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes, obleas y similares. Adecuadamente, dichas composiciones y preparaciones pueden contener
al menos el 1% en peso de principio activo. Como es evidente, se puede variar el porcentaje del(de los)
compuesto(s) de férmula (I) en composiciones y preparaciones farmacéuticas, pudiendo variar convenientemente,
por ejemplo, del aproximadamente 2% al aproximadamente 90%, del aproximadamente 5% al aproximadamente
80%, del aproximadamente 10% al aproximadamente 75%, del aproximadamente 15% al aproximadamente 65%,
del aproximadamente 20% al aproximadamente 60%, del aproximadamente 25% al aproximadamente 50%, del
aproximadamente 30% al aproximadamente 45%, o del aproximadamente 35% al aproximadamente 45%, del peso
de la unidad de dosis. La cantidad de compuesto de las composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se
obtendra una dosis adecuada.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende incluir disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, y similares.
El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica.
Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto, se
contempla el uso del mismo en las composiciones, y los métodos de tratamiento y profilaxis terapéuticos. También
se pueden incorporar principios activos suplementarios a las composiciones de acuerdo con la presente invencion.
Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de dosis unitarias para facilitar la
administracion y uniformizar la dosificacion. La expresion "forma de dosificacion unitaria”, como se usa en la
presente memoria, se refiere a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas como dosis unitarias para el individuo
que se vaya a tratar, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto(s) calculada para
producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo farmacéutico requerido. El(los) compuesto(s) se
puede(n) formular para la administracion conveniente y eficaz en cantidades eficaces con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable adecuado en una dosis unitaria aceptable. En el caso de las composiciones que
contienen ingredientes activos suplementarios, las dosis se determinan por referencia a la dosis y forma de
administracion habituales de dichos ingredientes.

En una realizacion, el vehiculo es un vehiculo que se puede administrar por via oral.
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Otra forma de composicion farmacéutica es una forma de dosificacion formulada en forma de granulos, comprimidos
0 capsulas con recubrimiento entérico adecuados para una administracién oral.

También se incluyen en el alcance de la presente invencion las formulaciones de liberacién retardada.

Los compuestos de férmula (1) de acuerdo con la invencion también se pueden administrar en forma de un
"profarmaco”. Un profarmaco es una forma inactiva de un compuesto que se transforma in vivo en la forma activa.
Los profarmacos adecuados incluyen ésteres, ésteres de fosfonato, etc. de la forma activa del compuesto.

En una realizacién, el compuesto de férmula (1) se puede administrar por inyeccién. En el caso de las soluciones
inyectables, el vehiculo puede ser un disolvente o un medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y
aceites vegetales. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, con el uso de un recubrimiento tal como
lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el caso de una dispersién y mediante el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accién de los microorganismos se puede lograr mediante la inclusion de diversos
agentes antibacterianos y/o antifingicos. Los agentes adecuados son bien conocidos por los expertos en la materia
e incluyen, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, alcohol bencilico, acido ascérbico, timerosal, y similares. En
muchos casos, puede ser preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como
manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se
puede conseguir incluyendo en la composiciéon un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar mediante la incorporacién del analogo en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, seguin
se requiera, seguida de la esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
andalogo a un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion béasico y el resto de ingredientes necesarios de
entre los enumerados anteriormente.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, cdpsulas y similares también pueden contener lo siguiente: un aglutinante tal
como gragacanto, goma arabiga, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcico; un agente
desintegrante tal como almidon de maiz, almidon de patata, &cido alginico y similares; un lubricante tal como
estearato de magnesio; y un agente edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina; o un agente aromatizante tal
como menta, aceite de gaulteria 0 aroma de cereza. Cuando la forma de dosificacion unitaria es una capsula, puede
contener, ademés de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Otros diversos materiales pueden estar
presentes como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de dosificacion. Por
ejemplo, los comprimidos, pildoras o cdpsulas pueden estar recubiertos de goma laca, azicar o0 ambos. Un jarabe o
elixir puede contener el anélogo, sacarosa como agente edulcorante, metil- y propil-parabenos como conservantes,
un colorante y un aromatizante tal como aroma de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la
preparacién de cualquier forma de dosificacion unitaria debe ser farmacéuticamente puro y sustancialmente no
téxico en las cantidades empleadas. Ademas, el anadlogo se puede incorporar en preparaciones y formulaciones de
liberacion sostenida.

Preferentemente, la composicién farmacéutica puede incluir ademas un tampdn adecuado para minimizar la
hidrélisis acida. Los agentes de tamponamiento adecuados son bien conocidos por los expertos en la materia e
incluyen, pero sin limitacion, fosfatos, citratos, carbonatos y mezclas de los mismos.

Se pueden llevar a cabo administraciones Unicas o multiples de los compuestos y/o las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la invencién. Un experto en la materia seria capaz, mediante la experimentacion
rutinaria, de determinar los niveles de dosis eficaces y no téxicos del compuesto y/o de la composicion de la
invencion, y un patron de administracion que fueran adecuados para el tratamiento de las enfermedades y/o
infecciones en las que los compuestos y las composiciones son aplicables.

Ademas, sera evidente para cualquier experto habitual en la materia que el curso 6ptimo de tratamiento tal como el
namero de dosis del compuesto o de la composicién de la invencidon dado al dia durante un nimero definido de dias,
se puede determinar mediante el curso convencional de los ensayos de determinacion de tratamientos.

En general, una dosis eficaz cada 24 horas puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,0001 mg a
aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal; por ejemplo, de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente
750 mg por kg de peso corporal; de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal;
de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 500 mg por kg de peso corporal; de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 250 mg por kg de peso corporal; o de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 250 mg por
kg de peso corporal. Mas adecuadamente, una dosis eficaz cada 24 horas puede estar en el intervalo de
aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 200 mg por kg de peso corporal; de aproximadamente 1,0 mg a
aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 50 mg por kg
de peso corporal; de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 25 mg por kg de peso corporal; de
aproximadamente 5,0 mg a aproximadamente 50 mg por kg de peso corporal; de aproximadamente 5,0 mg a
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aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal; o de aproximadamente 5,0 mg a aproximadamente 15 mg por kg
de peso corporal.

Como alternativa, una dosis eficaz puede ser de hasta aproximadamente 500 mg/mz. Por ejemplo, en general, se
espera que una dosis eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 25 a aproximadamente 500 mg/mz, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 350 mg/mz, de aproximadamente 25 a aproximadamente 300 mg/mz, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 250 mg/mz, de aproximadamente 50 a aproximadamente 250 mg/mz, y
aproximadamente 75 a aproximadamente 150 mg/mz.

En otra realizacién, un compuesto de Férmula (I) se puede administrar en una cantidad en el intervalo de
aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 mg al dia, por ejemplo, de aproximadamente 200 mg a
aproximadamente 750 mg al dia, de aproximadamente 250 a aproximadamente 500 mg al dia, de aproximadamente
250 a aproximadamente 300 mg al dia, o de aproximadamente 270 mg a aproximadamente 280 mg al dia.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar como parte de un régimen terapéutico
con otros farmacos. Puede ser deseable administrar una combinacion de compuestos activos, por ejemplo, con el
propésito de tratar una determinada enfermedad o afeccidn. Por consiguiente, esta dentro del alcance de la presente
invencion poderse combinar dos 0 mas composiciones farmacéuticas, al menos una de las cuales contiene un
compuesto de formula (1) de acuerdo con la presente invencién, en forma de un kit adecuado para la administracion
conjunta de las composiciones.

A continuacion, se describira la invencion méas detalladamente, Unicamente a modo ilustrativo, con respecto a los
siguientes ejemplos. Los ejemplos pretenden servir para ilustrar la presente invencion y no se deben interpretar
como restrictivos de la generalidad de la divulgacion de la descripcion que figura a lo largo de la presente memoria.
Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion y eficacia de (S)-penicilamina-arsendxido (‘PENAQO”)

Materiales y métodos

Sintesis y purificacién del (S)-penicilamina-arsenoxido:

Se disolvié &cido p-arsanilico (10 g, 46,07 mmol) en una solucion 1,18 M de Na,COs, preparada a partir de Na,COs
(15 g, 141,5 mmol) disuelto en H20 (120 ml) en un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se enfrio6 la solucién en un
refrigerador a 4 °C durante 2 horas y luego se coloc6 en un bafio de hielo sobre un agitador magnético. Se afadié
una solucién de bromuro de bromoacetilo (9 ml, 101,4 mmol) en CH>Cl, (14 ml) en 4 alicuotas al matraz mientras se
agitaba la mezcla vigorosamente. La adicion dur6 aproximadamente 1 min, generandose CO,. Se dejd la mezcla en
agitacion en el bafio de hielo durante 5 min, y luego a temperatura ambiente durante 30 min hasta que ceso la
generacion de CO,. Se decanto la mezcla en un embudo de decantacion de 250 ml. Se afiadi6 mas CH,Cl, (10 ml) y
se dejo que se separaran las capas durante aproximadamente 10 min. Se separ6 la capa de CH,Cl, y se coloco la
capa acuosa en un vaso de precipitados de 400 ml. Se agitd la solucion y se acidificd con H.SO,4 al 98% (2,8 ml) a
pH 4. Se produjo un precipitado blanco que se recogio por filtraciéon (14,83 g, rendimiento del 95%). Se disolvio el
acido 4-(2-bromoacetilamino)bencenoarsénico ("BRAQ") resultante (14,83 g, 43,88 mmol) en HBr/MeOH (1:1)
(210 ml) en un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 500 ml. Se afiadié Nal (5 mg) y se agitdé la mezcla. Se
burbuje6é SO, a aprox. 2 burbujas/segundo y tras 10 min, comenz6 a formarse un precipitado blanco. Se burbujed
SO, a través durante otras 20 h mas y se agit6 la mezcla a una velocidad media. Se recogi6 el sélido por filtracion, a
continuacién se lavo el filtrado con agua (30 ml x 3), y se coloco en el evaporador rotatorio a 50 °C durante 5 h,
dando acido 4-(2-bromoacetilamino)bencenoarsenioso (6,04 g, rendimiento del 38,8%). Se disolvié una porcién del
acido 4-(2-bromoacetilamino)bencenoarsenioso (500 mg, 1,553 mmol) en DMSO purgado con nitrégeno (10 ml) y se
afadio gota a gota durante aproximadamente 1 min a una solucidon de S-penicilamina (265 mg , 1,77 mmol) en una
solucién acuosa de NaHCOs3 (840 mg, 10 mmol) que us6 H,O saturada de nitrégeno (20 ml). La adicion se llevo a
cabo en un matraz de fondo redondo de 100 ml y la solucidn transparente se agité a una velocidad baja en
atmadsfera de argon durante 4 h. Se acidifico la solucion con H,SO4 al 98% (aproximadamente 0,2 ml) a pH 5. Se
agitd acetona (500 ml) vigorosamente, y se afiadié la solucion acidificada gota a gota durante aproximadamente 5
minutos, produciéndose un precipitado blanco. Se centrifugé el sobrenadante, se decantd, y luego se lavo el sélido
blanco resultante y se volvié a centrifugar con acetona (20 ml x 2), se transfirié6 con acetona (40 ml) a un matraz en
forma de pera de 100 ml y se secO en el evaporador rotatorio a 25 °C durante 2 h. Se encontré penicilamina-
arsenoxido en bruto con un pureza del aproximadamente 30% mediante RMN de 'H de un patrén interno.

Se disolvio el (S)-penicilamina-arsenéxido (100,2 mg, 0,077 mmol con pureza del 30%) en bruto en H,O saturada de
nitrégeno (2,5 ml) y se purificé en un sistema de cromatografia de liquidos de baja presion. Las condiciones usadas
fueron una columna de 30 cm con un radio interno de 1,25 cm, H,O saturada de nitrégeno como el tampén de
procesamiento, resina Biogel P-2 y una velocidad de 0,25 ml/min. Se recogié el segundo pico en un tubo Falcon de
50 ml, se congelé en N; liquido, se liofilizd durante 3 dias y se colocé en un desecador durante 1 dia para producir
(S)-penicilamina-arsendxido puro seco (20,3 mg, 0,052 mmol). Se repiti6 el proceso con mas porciones de
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penicilamina-arsenoxido en bruto (696 mg en total) y esto produjo (S)-penicilamina-arsendxido purificado (114 mg,
rendimiento del 26,5%). La estructura de la (S)-penicilamina-arsendxido (Fig. 1) se confirm6 mediante MS, RMN de
H y RMN 2D. La pureza obtenida fue del 90% en un ensayo de actividad de compuestos arsenicales. La impureza
principal fue el agua, por lo que el producto final resulté ser sumamente higroscopico. El peso molecular del (S)-
penicilamina-arsenoxido es 390,28 g/mol.

RMN de 'H (300 MHz, D20): & 1,32 (s, 3H), 1,53 (s, 3H), 3,55 (d, J = 3,4 Hz, 2H), 3,63 (s, 1H), 7,52 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 7,68 (d, J = 8,3 Hz, 2H). El espectro de RMN protoénico (Fig. 2) se registré6 en un espectrometro de RMN de
sonda de doble canal Bruker. El rapido tautomerismo cetoendlico y la posterior sustitucion del deuterio produjo la
pérdida del pico doblete a & 3,5518, que se produjo durante 1 h. Esto se puede monitorizar mediante RMN
dependiente del tiempo.

RMN de °C (D,0): & 23,15; 26,83; 33,12; 46,75; 61,36; 121,62; 130,04; 139; 144; 170.

La estructura del (S)-penicilamina-arsenoxido también se confirmd mediante un experimento de HMBC
(acoplamiento a mltiples enlaces de *H-"*C bidimensional, véase la Fig. 3).

MS: m/z 413,011678 (M+Na)+ (C13H10SOsN2AsNa requiere 413,012285). (Fig 4)

Sintesis de acido penicilamina-arsénico

Se disolvié acido p-arsanilico (10 g, 46,07 mmol) en una solucién 1,18 M de Na,COg3 , preparada a partir de Na,COs3
(15 g, 141,5 mmol) disuelto en H20 (120 ml) en un matraz de fondo redondo de 500 ml. Se enfrio la solucién en un
refrigerador a 4 °C durante 2 horas y luego se coloc6 en un bafio de hielo sobre un agitador magnético. Se afiadié
una solucién de bromuro de bromoacetilo (9 ml, 101,4 mmol) en CH>Cl, (14 ml) en 4 alicuotas al matraz mientras se
agitaba la mezcla vigorosamente. La adicion dur6é aproximadamente 1 min, generandose CO;. Se dejé la mezcla en
agitacion en el bafio de hielo durante 5 min, y luego a temperatura ambiente durante 30 min hasta que ceso la
generacion de CO,. Se decanto la mezcla en un embudo de decantacion de 250 ml. Se afiadi6 mas CH,Cl, (10 ml) y
se dejo que se separan las capas durante aproximadamente 10 min. Se separé la capa de CH,Cl, y se colocé la
capa acuosa en un vaso de precipitados de 400 ml. Se agitd la solucion y se acidificd con H.SO4 al 98% (2,8 ml) a
pH 4. El acido 4-(2-bromoacetilamino)bencenoarsénico precipitado blanco (“BRAQO”) se recogid por filtracion
(14,83 g, rendimiento del 95%).

Se disolvié una porcion de &cido 4-(2-bromoacetilamino)bencenoarsonico (500 mg, 1,479 mmol) en soluciéon acuosa
de NaHCOj3; (420 mg, 4,999 mmol) en H,O (10 ml) y se afiadié gota a gota durante aproximadamente 1 min a una
solucién de (S)-penicilamina (265 mg, 1,77 mmol) en una solucién acuosa de NaHCO3; (640 mg, 7,618 mmol) en
H2O (15 ml). La adicion se llevo a cabo en un matraz de fondo redondo de 100 ml y la solucidn transparente se agitd
a una velocidad baja durante 4 h. Se acidific6 la soluciéon con H,SO, al 98% (aproximadamente 0,25 ml) a pH 5. Se
agitod vigorosamente una solucion de acetona:etanol (1:1) (500 ml), y se afiadio la solucién acidificada gota a gota
durante aproximadamente 5 minutos, produciéndose un precipitado blanco. Se centrifugd el sobrenadante, que se
decanto, y luego se lavo el sélido blanco resultante y se volvié a centrifugar con acetona:etanol (1:1) (25 ml x 2), se
transfiri6 con acetona:etanol (1:1) (50 ml) a un matraz en forma de pera de 100 ml y se sec6 en el evaporador
rotatorio a 25 °C durante 2 h. Se encontré que el acido (S)-penicilamina-arsonico resultante tenia una pureza del
aproximadamente 44% mediante espectroscopia de RMN de 'H de un patrén interno y se usé sin purificaciéon
adicional (1,022 g, rendimiento del 75%). La estructura del acido (S)-penicilamina-arsénico se confirmé mediante
MS, RMN de 'H y RMN 2D. La impureza principal fue agua, por lo que el producto final resultd6 ser sumamente
higroscopico. El peso molecular fue de 406,28 g/mol.

El GSAO se prepar6 como se ha descrito previamente (Don et al., 2003)-
Se prepard una solucién 1 M de triéxido de arsénico disolviendo el sélido (Sigma, St. Louis, MO) en NaOH 3 M
preparado en agua desoxigenada. Se diluy6 la solucion 10 veces en agua desoxigenada, se ajusto el pH a 7,0

usando HCl y se almacené a 4 °C en un recipiente hermético hasta su uso.

Andlisis de los compuestos arsenicales

Se disolvié (S)-penicilamina-arsenoxido en el tampon de valoracion, se filtré en condiciones estériles y se determind
la concentracion por valoracién con dimercaptopropanol y calculando los tioles libres restantes con acido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoico). Se almacend la solucion a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. No hubo pérdida significativa
de la concentracion activa de las soluciones madre de los compuestos arsenicales durante al menos un mes cuando
se almacenaron en estas condiciones.

Ensayo de dilatacién mitocondrial

Se aislaron mitocondrias de los higados de ratas Wistar macho de ~250 g mediante centrifugacion diferencial como
se ha descrito previamente (Dilda et al., 2005a; Don et al., 2003). Se volvié a suspender el sedimento mitocondrial
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final en tampén de HEPES-KOH 3 mM a pH 7,0 que contenia manitol 213 mM, sacarosa 71 mM y succinato sodico
10 mM a una concentracion de 30 mg de proteina por ml. Se analizé la induccién de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial espectrofotométricamente mediante la suspension de las mitocondrias de higado a
0,5 mg de proteina por ml a 25 °C en tampén de HEPES-KOH 3 mM a pH 7,0 que contenia manitol 75 mM, sacarosa
250 mM, succinato de sodio 10 mM y rotenona 2 uM. Se midié la dilatacion mediante el control de la disminucion de
la dispersion de la luz asociada a 520 nm con un lector de microplacas SpectraMax Plus (Molecular Devices, Palo
Alto, CA).

Cultivo celular

Las células BAE se adquirieron en Cell Applications, San Diego, CA, y las células BxPC-3, HT1080, LLC, PANC-1,
MCF-7, HCT116 y K562, en ATCC, Bethesda, MD. Las células NB4 y MDCK2 se adquirieron en Shane Supple
(Kanematsu Laboratories, Royal Prince Alfred Hospital, Sidney, Australia) y P. Borst (Instituto del Cancer de
Holanda, Amsterdam, Paises Bajos). Las células BAE, HT1080, Panc-1, MCF-7, HCT116, MDCK2 y LLC se
cultivaron en DMEM. Las células NB4, K562 y BxPC-3 se cultivaron en medio RPMI. Las células fueron
suplementados con suero bovino fetal al 10% (FBS), L-glutamina2 mM dey 1 U x mi™* de penicilina/estreptomicina.
El cultivo de células plasticware se adquiri6 en Techno Plastic Products (Trasadingen, Suiza). Todos los demas
reactivos de cultivo de células se adquirieron en Gibco (Gaithersburg, MD).

Ensayos de proliferacién y viabilidad celular

Se sembraron células BAE, NB4, K562, MDCK2, HT1080, LLC, HCT116, Panc-1, MCF-7 y BXxPC-3 a una densidad
de 1,5 x 10°, 3 x 10% 4 x 10, 5 x 10°, 2 x 10°, 5 x 10°, 5 x 10% 6 x 10°, 6 x 10® y 1 x 10* células por pocillo,
respectivamente, en placas de 96 pocillos. Se permitio la adhesion de las células adherentes durante una noche.
Luego se cultivaron durante 72 h en medio que contenia suero bovino fetal al 10% y (S)-penicilamina-arsendxido. Se
determinaron las células viables mediante la incubacion de las células con la sal de tetrazolio MTT (Sigma, St. Louis,
MO), que es metabolizada por las células viables para formar cristales de formazan de color purpura insolubles. Se
afadio DMSO para lisar las células, se homogeneizaron los contenidos de los pocillos y se midio la absorbancia a
550 nm. Se normaliz6 el nimero de células del control sin tratar como el 100%, y se expreso el nimero de células
viables para todos los tratamientos como el porcentaje del control. Se analizaron los efectos citotéxicos del (S)-
penicilamina-arsendxido mediante citometria de flujo con yoduro de propidio. Se sembraron células BAE a una
densidad de 5 x 10* células por pocillo en placas de 12 pocillos, se permiti6 su adhesion durante una noche y
después se trataron durante 48 h con GSAO. Se desprendieron las células adherentes con tripsina/EDTA y se
combinaron con el medio de cultivo que contenia las células que se habian separado durante el tratamiento. Se
sedimentaron las células combinadas, se volvieron a suspender en 0,5 ml de medio libre de suero que contenia
1 pg.mli™ de yoduro de propidio (Molecular Probes, Eugene, OR.) y se analizaron por citometria de flujo.

Flujo de (S)-penicilamina-arsenéxido

Se sembaron células BAE a una densidad de 1,5 x 10° células en placas de Petri y se permitié su adhesién durante
la noche. Se incubaron las células con (S)-penicilamina-arsenéxido 50 uM en diferentes periodos de tiempo durante
un maximo de 2 horas a 37 °C y luego se lavaron tres veces con PBS enfriado en hielo. Se lisaron las células
lavadas en 1 ml de acido nitrico p/p al 70%. Luego se lavaron las placas de Petri dos veces con 1 ml de PBS y se
mantuvieron a 4 °C hasta su uso. Se diluyeron las muestras 10 veces y se analizaron los atomos de arsénico con un
espectrometro de plasma de acoplamiento inductivo Elan 6100 (Perkin Elmer Sciex Instruments, Shelton, CT).

Estudios del polipéptido transportador de aniones organicos (OATP). Se sembraron 750.000 células BAE en placas
de 6 pocillos que contenian DMEM con suero bovino fetal al 10% y se permitié su adhesion durante una noche. Se
pretrataron las células o no con 4,4'-diisotiocianoestilbeno-2,2'-disulfonico (DIDS) 500 uM durante 30 min y después
se incubaron con (S)-penicilamina-arsendxido 20 uM durante 2 horas a 37 °C y CO; al 5%. Se lavaron las células
dos veces con PBS enfriado en hielo y se lisaron con &cido nitrico al 70%. Se determinaron los niveles de arsénico
celulares mediante ICP-MS. Se sembaron 5.000 células BAE en placas de 96 pocillos que contenian DMEM con
suero bovino fetal al 10% y se permitid su adhesiéon durante una noche. Se pretrataron las células o no con DIDS
300 uM durante 30 min y luego se incubaron con (S)-penicilamina-arsenéxido 1,5 uM durante 24 horas a 37 °C y
CO; al 5%. Se determind la viabilidad celular mediante MTT.

Transfectantes de transportador de farmacos. Los transfectantes de la linea de células epiteliales polarizadas de
rifién canino Il (MDCKII) de Madin-Darby, que sobreexpresan proteinas asociadas a la resistencia a multiples
farmacos (MRP) 1, 2 o 3, se han descrito (Evers et al., 2000;. Kool et al., 1999), al igual que la MDR1 o BCRP
humanas que sobreexpresan el clon H4 de MEF/MDR1 (Dilda et al., 2005b). Se sembraron las células y se
mantuvieron en forma de monocapas adherentes en DMEM que contenia suero bovino al 10% (Cosmic™, Hyclone,
Tauranga, Nueva Zelanda), 100 pg.ml'1 de penicilina 'y 60 ug.ml'l de estreptomicina. Los ensayos de citotoxicidad se
realizaron como se ha descrito previamente (Allen et al., 1999).

Ensayos de crecimiento del tumor primario. Se usaron ratones atimicos Balb C hembra de 7-9 semanas de vida
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(Centro de Recursos Biolégicos UNSW). Se mantuvieron los ratones en grupos de 3a 5 enunciclode 12hde luzy
12 h de oscuridad, y se les administré pienso y agua ad libitum. Se inyecté una suspension de 2 x 10° células BxPC-
3 en 0,2 ml de PBS por via subcutanea en la linea media proximal. Se dej6 que los tumores se establecieran y
crecieran hasta un tamafio de ~50 mm?, tras lo gue se repartieron aleatoriamente en cuatro grupos. Se calculé el
volumen del tumor mediante la relacién de longitud x altura x anchura x 0,523. Se calcul6 el tiempo de duplicacién
del tumor (Tp) a partir de la curva de tasa de crecimiento tumoral durante el crecimiento exponencial con la formula
Tp = 0,693/In(Ve/V)), donde Ve es el volumen final del tumor y V, es el volumen del tumor inicial (Wolff et al., 2004 ).
Se implantaron a los animales bombas micro-osméticas modelo 1004 Alzet de 28 dias (Alza Corporation, Palo Alto,
CA) por via subcutanea en la ijada. Las bombas administraron 0,25, 0,5 o 1 mg/ kg/dia de (S)-penicilamina
arsendéxido en glicina 100 mM. Se midieron el volumen del tumor y el peso del animal cada 2 o 3 dias.

Andlisis estadisticos

Los resultados se presentan como las medias + DE. Todas las pruebas de relevancia estadistica fueron dobles, y los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente relevantes.

Resultados y analisis

El (S)-penicilamina-arsendxido inhibe la proliferacién de células de mamifero

Los valores publicados de Clsy para la detencion de la proliferacion y la pérdida de viabilidad de las células
endoteliales de aorta bovina (BAE) inducidas por GSAO son 10 uM y 75 uM, respectivamente (Dilda et al., 2005a;.
Don et al., 2003). La Clsp para detener la proliferacion de las células BAE es de 0,4 uM para el (S)-penicilamina-
arsenoxido (Fig. 5) en comparacion con 10 uM para el GSAO, mientras que el valor de Clso para la pérdida de
viabilidad es de 3,5 uM (Fig. 6). Por lo tanto, el (S)-penicilamina-arsendxido es ~25 veces mas eficaz que el GSAO
en el bloqueo de la proliferacion y la reduccién de la viabilidad de las células endoteliales.

El (S)-penicilamina-arsenoxido es un inhibidor selectivo de las células endoteliales frente a las células tumorales. En
la Tabla 1, se muestra la comparacion de la Clso para la detencién de la proliferacién de las células endoteliales y
epiteliales en comparacion con ocho lineas de células tumorales diferentes. Todas las células tumorales analizadas
fueron de 1,6 a 30 veces mas resistentes al (S)-penicilamina-arsenoxido que las células endoteliales. Las células
BAE también fueron 5,6 veces mas sensibles al (S)-penicilamina-arsenoéxido que las células epiteliales de rifion. El
(S)-penicilamina-arsendxido es equivalente al triéxido de arsénico en sus efectos sobre las células APL, mientras
gue el GSAO es ~10 veces menos activo (Fig. 7).

Tabla 1. Valores de Clsg del (S)-penicilamina-arsenoxido para la detencion de la proliferacion de diversas lineas

celulares

Tipo de célula Linea celular Clso, uM
Endotelial adrtica bovina BAEC 0,43
Leucemia promielocitica aguda humana NB4 0,70
Leucemia mielégena crénica humana K562 1,4
Epitelial de rifion canino MDCK?2 2,4
Fibrosarcoma humano HT1080 4,0
Carcinoma de pulmoén humano LLC 5,0
Carcinoma colorrectal humano HCT1116 6,0
Carcinoma pancreatico humano PANC-1 6,5
Carcinoma de mama humano MCF-7 9,0
Carcinoma pancreatico humano BxPC-3 13

El (S)-penicilamina-arsenoxido también es mas eficaz que el GSAO en la induccién de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial. El (S)-penicilamina-arsenéxido, como el GSAO, provocaron la dilatacién de las
mitocondrias aisladas de higado de rata de una manera dependiente del tiempo y de la concentracion (Fig. 8). La
duracion de la dilatacion media-maxima de las mitocondrias aisladas fue aproximadamente 4 veces mas rapida para
el (S)-penicilamina-arsenéxido que para el GSAO.

Sin el deseo de quedar vinculados a ninguna teoria en particular, un posible mecanismo para el aumento de la
actividad antiproliferativa del (S)-penicilamina-arsenéxido en comparacion con el GSAO fue el aumento de la
acumulacién en las células. Esta teoria se probé comparando la absorcidn de los dos compuestos en las células
endoteliales mediante la medicién de la acumulacion celular del arsénico. El (S)-penicilamina-arsenéxido se acumul6
en las células BAE a una velocidad aproximadamente 70 veces superior a la del GSAO (Fig. 9). Las velocidades
iniciales de acumulacion del GSAO vy el (S)-penicilamina-arsenoxido fueron de 1 y 69 pmol por 10° células por min,
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respectivamente.

El OATP esta implicado en el transporte de la (S)-penicilamina través de la membrana plasmatica

El DIDS es un inhibidor del polipéptido de transporte de aniones orgénicos a través de la membrana plasmética
(OATP) (Kobayashi et al., 2003). El hallazgo de que este compuesto inhibe la absorcién del (S)-penicilamina-
arsenoéxido (Fig. 10A) y reduce su actividad antiproliferativa (Fig. 10B) en células BAE implica que este transportador
participa en la abosorcion del (S)-penicilamina-arsendxido en estas células.

El (S)-penicilamina-arsendxido es exportado desde la célula por MRP1y 2

MRP1/2 media la exportacion de GSAO desde las células BAE (Dilda et al., 2005b). El penicilamina-arsendxido
también es un sustrato para MRP1/2. Se acumulé mas (S)-penicilamina-arsendxido en las células BAE en presencia
de los inhibidores de MRP1/2 4H10 y MK-571 (Fig. 11A), lo que se correlacioné con un efecto antiproliferativo mas
potente (Fig. 11B). Los inhibidores solos no tuvieron ningln efecto sobre la proliferacién de células BAE (datos no
mostrados).

Se analizd la resistencia de las células de mamifero que sobreexpresan MRP1, 2, 3 0 6, 0 MDR1 o BCRP al (S)-
penicilamina-arsendxido. MRP1, MRP2 o MRP3 se sobreexpresaron en la linea celular epitelial de rifion canino
MDCKII, mientras que MRP6, MDR1 o BCRP se sobreexpresaron en la linea de fibroblastos de embriébn murino
MEF3.8. Se expusieron las células a las concentraciones indicadas de (S)-penicilamina-arsenéxido durante 96 h, y
se midié y expresé el numero de células viables en relacién con el nimero de células no tratadas. El factor de
resistencia se calcula en relacion con la Clso del (S)-penicilamina-arsenéxido para la detencion de la proliferacion de
las células parentales no transfectadas.

Tabla 2. Resistencia de las células de mamifero que sobreexpresan diferentes transportadores de farmacos al (S)-
penicilamina-arsendéxido

Transportador Factor de resistencia
MD/MRP1 3,7
MD/MRP2 4,6
MD/MRP3 0,8
MEF/MRP6 1.3
MEF/MDR1 1,2
MEF/BCRP 1,1

Estos resultados indican que tanto el GSAO como el (S)-penicilamina-arsendxido son exportados de las células BAE
por MRP1/2.

El tratamiento de las células BAE con glutationa redujo la inhibicion por parte del GSAO de la proliferacién de células
BAE, mientras que el bloqueo de la sintesis de novo de la glutationa con sulfoximina de butionina (BSO), un inhibidor
de la y-glutamil-cisteina sintetasa, aumentd la detencién de la proliferacion en casi 100 veces (Dilda et al., 2005b).
Estos resultados indicaron que MRP1/2 requiere glutationa celular para el transporte eficaz de GSAO desde la
célula. De manera similar a los hallazgos encontrados con el GSAO, el tratamiento de las células BAE con BSO
mejoré la Clsg del (S)-penicilamina-arsenéxido para la detencién de la proliferacion en aproximadamente 25 veces
(Fig. 12).

Estos resultados indican que el (S)-penicilamina-arsendxido es un inhibidor més eficaz de las células endoteliales,
ya que se acumula en las células a una velocidad mucho mayor que el GSAO.

Actividad antitumoral del (S)-penicilamina-arsendxido

Se implantaron a ratones atimicos BalbC portadores de tumores subcutaneos de carcinoma pancreatico humano
BxPC-3 en la linea media proximal bombas microosmoéticas Alzet de 28 dias por via subcutanea en la ijada. Las
bombas administraron 0,25, 0,5 0 1 mg por kg al dia de (S)-penicilamina-arsendxido. El crecimiento de los tumores
BXxPC-3 se inhibié significativamente en los ratones que recibieron (S)-penicilamina-arsendxido (Fig. 13). Los
tiempos de duplicacién tumoral fueron de 9,2; 8,3; 13,9 y 16,2 dias para los grupos tratados con vehiculo (glicina
100 mM) o 0,25, 0,5 y 1 mg/kg/dia de (S)-penicilamina-arsenéxido, respectivamente.

No hubo ninglin cambio en el peso de los animales tratados con vehiculo frente a los tratados con (S)-penicilamina-
arsendxido (no se muestra). Se produjo cierta toxicidad de la piel de la zona de administracion de la bomba en los
animales de dosis mas alta. No hubo necrosis cutanea en la zona de la administracion en 3 de los 10 ratonesy en 1
raton hubo una acumulacién de tejido conjuntivo. Hubo algunas pruebas de acumulacion de tejido conjuntivo en la
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zona de la administracién en el ratén de manera ocasional a las dosis inferiores de (S)-penicilamina-arsendxido.
Ejemplo 2: Preparacion y eficacia de acido 4-(N-(S-cisteinilacetil)lamino)-fenilarsionoso ("CAQO")
Materiales y métodos

Ensayo de proliferacién celular

Las células endoteliales adrticas bovinas (BAE) se adquirieron en Cell Application (San Diego, CA). Las células BAE
se cultivaron en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%, L-glutamina 2 mM y 5 unidades por ml de
penicilina y estreptomicina (Gibco, Gaithersburg, MD). Las células se cultivaron a 37 °C en una atmésfera de aire al
95% y de CO; al 5%. Se sembraron células BAE en placas de 96 pocillos (5.000 células por pocillo) en 0,2 ml de
medio de cultivo. Tras 24 h de crecimiento, se reemplazé el medio por medio de cultivo recién preparado
suplementado con GSAO, CAO o 4H10 y se cultivaron las células durante otras 24, 48 o 72 h méas. Se determinaron
las células unidas viables mediante sal de tetrazolio MTT (Sigma, St. Louis, Mo.) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Los resultados se expresaron como el porcentaje de los controles no tratados.

Preparacion del CAO

Se produjo GSAO como se ha descrito previamente (documento WO 01/21628) a una pureza de > 94% por HPLC.
Se preparé una solucién 50 mM de GSAO mediante la disolucién del sélido en tampon de Hepes 20 mM, pH 7,0 que
contenia NaCl 014 M, glicmka 20 mM vy EDTA 1 mM. Se produjo &cido 4-(N-(S-
cisteinilglucilacetil)amino)fenilarseniodo mediante la escision del grupo y-glutamilo de GSAO con y-glutamil
transpeptidasa de tipo | renal ovina (Sigma, nimero de producto G8040) (Fig. 14) . Se incubé una solucién 10 mM
de GSAO con 0,55 unidades por ml de y-GT en tampon de Tris15 mM, pH 7,4 que contenia glicil-glicina 40 mM
durante 1 hora a 30 °C. Se retiré la y-GT de la reaccion por filtracion usando una membrana YM3 Microcon
(Millipore, Billerica, MA).

Se produjo acido 4-(N-(S-cisteinilacetil)amino)fenilarsenioso (CAO) mediante la escision del aminoacido glicina del
acido 4-(N-(S-cisteinilglicilacetil)amino)fenilarsenioso con aminopeptidasa N renal porcina (Tipo IV-S, Sigma, niUmero
de producto L5006) (Fig. 14). Se incubo el filtrado con 2 unidades por ml de aminopeptidasa N durante 1 hora a
37 °C. Se retird la aminopeptidasa N de la reaccion por filtracion usando una membrana YM3 Microcon (Millipore).
Se midié la concentracion de CAO mediante valoraciéon con dimercaptopropanol y el calculo de los tioles libres
restantes con acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (Don et al., 2003). Se filtraron en condiciones estériles las
soluciones valoradas y se almacenaron a 4 °C en la oscuridad hasta su uso.

Analisis de HPLC
Se caracterizaron el GSAO y CAO por HPLC (Serie 1200; Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Se resolvieron las
muestras en una columna Eclipse XDB-C18 de Zorbax (4,6 x 150 mm, 5 um; Agilent Technologies) usando una fase

moévil de acetonitrilo-agua (25:75 v/v), caudal de 0,5 ml x min™ y deteccion por absorbancia a 256 nm (Fig. 15).

Acumulacién de GSAO y CAO en células BAE

En funcién del tipo de experimentos, se sembraron 1,6 x 10° 0 7,5 x10° células BAE en placas de Petri 0 en placas
de 6 pocillos, respectivamente, y dejé que se unieran durante toda la noche. Se reemplazé el medio y se incubaron
las células durante 30 min en ausencia o presencia de acivicina o 4H10. Se incubaron las células con GSAO o CAO
50 0 100 uM durante 30 min a 4 h. Se lavaron las células dos veces con PBS enfriado en hielo y se lisaron con 1 ml
de é&cido nitrico al 70% p/p. Se diluyeron los lisados 30 veces y se analizaron los atomos de arsénico con un
espectrometro de plasma de acoplamiento inductivo Elan 6100 (Perkin Elmer Sciex Instruments, Shelton, CT).

Ensayo de dilatacién mitocondrial. Se aislaron mitocondrias a partir de los higados de ratones atimicos BalbC
hembra de ~20 g usando centrifugacion diferencial como se ha descrito previamente (Dilda et al., 2005a). Se volvié a
suspender el sedimento mitocondrial final en tampon de Hepes-KOH 3 mM a pH 7,0 que contenia manitol 213 mM,
sacarosa 71 mM y succinato sdédico 10 mM a una concentracion de 30 mg de proteina por ml. Se analizé la
induccion de la transicion de la permeabilidad mitocondrial espectrofotométricamente mediante la suspension de las
mitocondrias de higado a 1 mg de proteina por ml a 37 °C en tampén de Hepes-KOH 3 mM a pH 7,0 que contenia
manitol 75 mM, sacarosa 250 mM, succinato de sodio 10 mM y rotenona 2 mM (Dilda et al., 2005a). Se midi6 la
dilatacion mediante el control de la disminucién de la dispersion de la luz asociada a 520nm con un lector de
microplacas M2 de Molecular Devices (Palo Alto, CA).

Resultados y analisis

El CAO se acumula mas rapidamente en las células y tiene mayor actividad antiproliferativa que el GSAO.
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Se produjo acido 4-(N-(S-cisteinilacetil)lamino)fenilarsenioso (CAO) por escision enzimatica de GSAO y su
acumulacién en las células endoteliales y se midieron los efectos sobre la proliferacion celular. Se produjo acido 4-
(N-(S-cisteinilglicilacetil)amino)-fenilarsenioso mediante la escision del grupo y-glutamilo de GSAO con y-glutamil
transpeptidasa renal ovina, y se produjo &cido 4-(N-(S-cisteinilacetillamino)-fenilarsenioso (CAO) mediante la
escision del aminoéacido glicina de este compuesto intermedio con aminopeptidasa N renal porcina (Fig. 14). Se
eliminaron las enzimas de las reacciones por filtracién de exclusién por tamario.

El CAO se acumul6 en las células endoteliales a una velocidad de ~8 veces mayor que la del GSAO (Fig. 16A). La
acumulacién celular de estos metabolitos es un equilibrio entre la velocidad de absorciéon y la velocidad de
exportacion de la célula. La acumulacion de GSAO en las células esta controlada por la velocidad de exportacién por
las proteinas asociadas a la resistencia a mdltiples farmacos (MRP) 1y 2 (Dilda et al., 2005b). Para probar si el CAO
también es exportado por MRP, se midi6 el efecto del inhibidor de MRP-1, 4H10, en la acumulacién en las células
endoteliales. Se aument6 la acumulacion celular de CAO ~3 veces, respectivamente, cuando se inhibié MRP-1 (Fig.
16B). Este hallazgo implica que el aumento de la acumulacién de CaO en las células endoteliales se debe en mayor
medida al aumento de la velocidad de absorcion.

Se prevé que la velocidad mas rapida de acumulacion de CaO en las células endoteliales produce un aumento de la
actividad antiproliferativa. En la Fig. 16C, se muestra la Clso para la detencién de la proliferacion de las células
endoteliales por GSAO y CAO en ensayos de 24, 48y 72 h. Es evidente a partir de los resultados que la Clso para el
GSAO disminuye notablemente con el tiempo de incubacion y mucho menos para el CAO. Por ejemplo, la Clso de
GSAO alas 72 h es similar a la Clso de CAO a las 24 h.

El CAO desencadena la transicion de la permeabilidad mitocondrial.

Se ha observado que el GSAO desactiva el transportador de la membrana mitocondrial interna translocasa de
nucleétidos de adenina (ANT), lo que conduce a la detencion de la proliferacion y a la muerte celular (Don et al.,
2003). El CAO también induce la transicion de la permeabilidad mitocondrial (Fig. 17).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula general (1):

COy”
L3

@
HaN (|:R4R5]n

s
YCRIR)m

As(OH),
4y

donde:

el | grupo As(OH), puede estar orto, meta o para con respecto al atomo de N del anillo de fenilo;

R se selecuona de entre hidrégeno y alquilo C1.3;

R? y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci.3
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C».3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opmonalmente sustituido;

R* y R® pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo Cis
opcionalmente sustituido, ciclopropilo opcionalmente sustituido, alquenilo C,.3 opcionalmente sustituido; y alcoxi Ci-3
opcionalmente sustituido;

m es un numero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

n es un numero entero seleccionado de entre 1, 2y 3;

* indica un atomo de carbono quiral; y

sales e hidratos del mismo;

donde el sustituyente opcional esta seleccionado independientemente de entre alquilo, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo, halo, haloalquilo, haloalquinilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxi, tioalcoxi,
alqueniloxi, haloalcoxi, haloalqueniloxi, NO, nitroalquilo, nitroalquenilo, nitroalquinilo, nitroheterociclilo, alquilamino,
dialquilamino, alquenilamino, alquinilamino, acilo, alquenoilo, alquinoilo, acilamino, diacilamino, aciloxi,
alquilsulfoniloxi, heterocicloxi, heterocicloamino, haloheterocicloalquilo, alquilsulfenilo, alquilcarboniloxi, alquiltio,
aciltio, fosfono, fosfinilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, aralquilo, alquilheteroarilo, ciano, cianato, isocianato, CO2H,
COgalquilo, C(O)NH>, -C(O)NH(alquilo) y -C(O)N(alquilo),.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde R' esta seleccionado de entre hidrégeno, metilo y etilo.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde R’ y R? estan seleccionados independientemente de
entre hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, vinilo, hidroximetilo, CF3 y OCFs3,

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R* y R® estan seleccionados
independientemente de entre hidrégeno, alquilo Ci.3, alquenilo C..3, alcoxi Ci.3, haloalcoxi (C1-3), hidroxialquilo (Ci-3)
y haloalquilo (C1.3).

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el grupo As(OH); es orto o para con respecto al atomo
de N del anillo de fenilo; R es hidrogeno o metilo; R? y R® estan seleccionados independientemente de entre
hidrégeno, metilo, etilo, metoxi, vinilo, CH,OH, CF3 y OCFs3; R* y R’ estan seleccionados independientemente de
entre hidrégeno, metilo, etilo, CH>OH, metoxi, vinilo, CF3 y OCF3; mes 1;ynes 1.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene la siguiente formula estructural:

CHs
aﬂzC s/il/ \C]\A
Hag S{GH]Q
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y sales, hidratos, enantiémeros y racematos del mismo.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene la siguiente formula estructural:

H
®0.C N
HI\{\E/ \O\Aﬂiﬂﬂ}z,

y sales, hidratos, enantiémeros y racematos del mismo.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, donde la estereoquimica en el carbono quiral indicado con *
es (S), y sales e hidratos del mismo.

9. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto de férmula (I) de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal o un hidrato del mismo, junto con un excipiente, diluyente o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

10. Un compuesto de formula (I) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una composicion de
acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento de una enfermedad proliferativa celular en un
vertebrado.

11. Un compuesto de férmula (1) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una composicion de
acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en la inhibicion de la angiogénesis en un vertebrado.

12. Un compuesto de formula (I) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una composicién de
acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso la induccion selectiva de la transicion de la permeabilidad mitocondrial
(MPT) en células proliferativas en un vertebrado.

13. Un compuesto de férmula (1) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 0 una composicion de
acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en la induccién de apoptosis en células proliferativas de mamifero.

14. Un compuesto de formula (I) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una composicién de
acuerdo con la reivindicacion 9 para su uso en el tratamiento de la leucemia o el sindrome mielodisplasico en un
vertebrado.

15. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, donde la leucemia es leucemia promielocitica
aguda (APL) o leucemia mielocitica aguda (AML).
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