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DESCRIPCION

Acidos grasos de longitud de cadena media, glicéridos y analogos como factores de supervivencia y activaciéon de
neutrofilos

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la prevencion y/o al tratamiento de la neutropenia. Esto incluye el tratamiento de
la neutropenia asociada al uso de quimioterapia y radioterapia asi como también al tratamiento de la neutropenia
originada por infecciones, enfermedades hematolégicas y deficiencias nutricionales. La presente invencion también
se refiere generalmente a reducir la toxicidad de los farmacos y aumentar la eficacia de los farmacos. En particular,
la presente invencion se refiere al uso de acidos grasos de longitud de cadena media como factor de supervivencia y
de activacion de neutrdfilos o factor de proliferacion de las células madre de la médula 6sea.

Antecedentes de lainvencién

El término quimioterapia se refiere al uso de agentes citotoxicos tales como ciclofosfamida, doxorubicina,
daunorubicina, vinblastina, vincristina, bleomicina, etoposido, topotecan, irinotecén, taxotere, taxol, 5-fluorouracilo,
metotrexato, gemcitabina, cisplatino, carboplatino o clorambucilo con el fin de erradicar células cancerosas y
tumores. Sin embargo, estos agentes no son especificos y, particularmente a dosis altas, son téxicos para las
células normales y las células en division rapida. A menudo, esto conduce a diversos efectos secundarios en
pacientes sometidos a quimioterapia y terapia de radiacion. La mielosupresion, una reduccion grave de la
produccién de células sanguineas en la médula ésea, es uno de tales efectos secundarios. Se caracteriza por
leucopenia, neutropenia y trombocitopenia. La neutropenia crénica grave (idiopética, ciclica y congénita) se
caracteriza también por una disminucién selectiva en el nimero de neutrofilos circulantes y por una susceptibilidad
potenciada a las infecciones bacterianas.

La esencia del tratamiento del cancer con farmacos quimioterdpicos es combinar un mecanismo de citotoxicidad con
un mecanismo de selectividad por las células tumorales altamente proliferantes con respecto a las células del
huésped. Sin embargo, es poco frecuente que los farmacos quimioterapicos posean dicha selectividad. La
citotoxicidad de los agentes quimioterapicos limita las dosis que pueden administrarse, afecta a los ciclos de
tratamiento y pone en peligro gravemente la calidad de vida del paciente oncolégico.

Aunque otros tejidos normales también puedan verse afectados de manera adversa, la médula 6sea es
particularmente sensible a los tratamientos especificos de proliferacion tales como la quimioterapia o la terapia de
radiacion. La toxicidad aguda y cronica en la médula dsea es un efecto secundario comun de las terapias contra el
cancer que conduce a una disminucién en el recuento de células sanguineas y a anemia, leucopenia, neutropenia,
agranulocitosis y trombocitopenia. Una causa de tales efectos es una disminucién en el nimero de células
hematopoyéticas (p. ej., células madre pluripotentes y otras células progenitoras) provocada tanto por un efecto letal
de los agentes citotoxicos o la radiacion sobre estas células como por la diferenciacion de las células madre
provocada mediante un mecanismo de retroalimentacion inducido por el agotamiento de los compartimentos mas
maduros de la médula. La segunda causa es una reduccion de la capacidad de autorrenovacion de las células
madre, que también esta relacionada tanto con efectos directos (mutaciones) como indirectos (envejecimiento de la
poblacion de células madre) [Tubiana, M., et al., Radiotherapy and Oncology 29:1-17 (1993)]. Por tanto, el
tratamiento del cancer frecuentemente produce una disminucion de los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) o
neutropenia. Los PMN son la primera linea de defensa contra los patdgenos invasores y desempefian un papel
central durante la inflamacién aguda, siendo su funcién primaria fagocitar y destruir los agentes infecciosos. Para
cumplir con este papel, los PMN dejan la circulacién en respuesta a factores quimiotacticos y penetran en las zonas
afectadas para ejercer sus funciones bioldgicas. En individuos con recuentos normales de células sanguineas, los
neutréfilos comprenden aproximadamente el 60% de los leucocitos totales. [SI Units Conversion Guide, 66-67
(1992), New England Journal of Medical Books]. Sin embargo, hasta uno de cada tres pacientes que reciben
tratamiento de quimioterapia contra el cancer puede padecer neutropenia. Los recuentos de neutrofilos normales
medios para adultos humanos sanos son del orden de 4400 células/ul, con un intervalo de 1800-7700 células/ul. Un
recuento de 1.000 a 500 células/ul es una neutropenia moderada y un recuento de 500 células/ul o inferior es una
neutropenia grave. Los pacientes en estados de mielosupresion estan predispuestos a las infecciones y
frecuentemente padecen trastornos de la coagulacién sanguinea, requiriendo hospitalizacion. La falta de neutréfilos
y plaquetas es la causa principal de morbimortalidad tras tratamientos contra el cancer y contribuye al alto coste de
la terapia contra el cancer. En estos estados mencionados anteriormente, el uso de cualquier agente capaz de
inhibir la apoptosis de los neutréfilos o de estimular la activacién y movilizacion de los neutréfilos puede tener valor
terapéutico. Los esfuerzos para restablecer el sistema inmunitario del paciente después de la quimioterapia implican
el uso de factores de crecimiento hematopoyéticos para estimular la proliferacion y diferenciacion de las células
madre restantes en células maduras que luchan contra las infecciones.

En el trasplante de médula ésea, también se ha aprovechado un fendmeno conocido como “movilizacion”, para
recoger un numero superior de células madre/progenitoras de sangre periférica. Este método se utiliza actualmente
en los trasplantes de médula ésea autdlogos o alogénicos. Se usan factores de crecimiento para aumentar el
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numero de células madre progenitoras periféricas que van a recogerse antes de la terapia mieloablativa y la infusion
de células madre progenitoras.

El trasplante de médula 6sea después de la terapia también puede contrarrestar la neutropenia, pero necesita 10-15
dias de tratamiento, que dejan al paciente vulnerable a las infecciones. Los agentes capaces de estimular las células
madre de la médula 6sea pueden facilitar y acelerar el injerto de las células madre, acortando asi la ventana
neutropénica después del trasplante de médula ésea.

Aunque los factores de crecimiento hematopoyético tales como el factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) pueden ejercer tales acciones, su
uso es caro debido a que han de producirse mediante tecnologia recombinante. Tales tratamientos de mejora
posterapéuticos son innecesarios si los pacientes estan “quimioprotegidos” frente a la supresiéon inmunitaria.

Los triglicéridos de cadena media (también denominados en el presente documento como “MCT”) consisten en
glicerol esterificado con &cidos grasos con longitudes de cadena de carbono de 8 (8C, &cido octanoico o acido
caprilico) y 10 (C10, acido decanoico o &cido caprico). Los MCT contienen habitualmente una mezcla de ésteres de
glicerol de &cidos grasos C8 y C10. Sin embargo, los MCT también pueden contener pequefias cantidades (2+1%
cada uno) de ésteres de glicerol de C6 (acido hexanoico o acido caproico) y C12 (acido dodecanoico o acido
laurico). CROMADOL™ es un MCT disponible comercialmente de Croda Ltd., Toronto (Canad4). Tal como se
muestra en el ejemplo 1, CROMADOL™ es un MCT que contiene triésteres de glicerol de acidos grasos C8 y C10
presentes en proporciones variables. Sin embargo, CROMADOL™ no contiene ningtin éster de acido graso C6 o
C12.

Los triglicéridos de cadena larga (también denominados en el presente documento “LCT”) consisten en glicerol
esterificado con acidos grasos con longitudes de cadena superiores a 12. Los acidos grasos tipicos presentes en
LCT incluyen acidos palmitico (C16) y estearico (C18). A diferencia de los MCT, los LCT son el componente principal
de las grasas alimenticias. De hecho, los MCT y LCT tienen propiedades bioldgicas significativamente diferentes.
Algunas de las diferencias fisioldgicas entre MCT y LCT se describen en Harrison’s Principles of Internal Medicine,
82 edicion, 1520-1521 (1977), McGraw Hill Book Company o 152 edicion, 1668-1669 (2001). Por ejemplo, los MCT,
al contrario que los LCT, no requieren hidrdlisis mediante la lipasa pancreatica, puesto que pueden absorberse por
las células epiteliales intestinales.

D. Waitzberg et al., en Nutrition 13:128-132 (1997), indican que las emulsiones de lipidos (LCT y MCT) sélo
disminuyen moderadamente la funcidn bactericida de neutrofilos y no tienen efecto sobre monocitos. De hecho, la
Unica publicacién que facilita una vaga indicacion de que los MCT pueden influir en la neutropenia describe estudios
clinicos en los que se administran MCT junto con LCT y se comparan con LCT solos. No se han acometido estudios
con MCT solos y por tanto el efecto sobre la funcién inmunitaria no es evidente. Sin embargo, los resultados
notificados por S. Demirer et al. en Clinical Nutrition 19:253-258 (2000), ensefian que los MCT exacerban la
neutropenia cuando se combinan con LCT y en relacion con LCT solos. Es decir, se sugirié que los MCT inhiben la
funcién y/o la supervivencia de neutréfilos. Apoyando en cierto modo esta sugerencia, el documento WO 95/30413
da a conocer el uso de &cidos grasos como aceleradores de la proliferacion de las células madre hematopoyéticas.
Sugiere que los acidos grasos de cadena larga insaturados tales como el acido linolénico, asi como los &cidos
grasos de cadena larga (Ci6 0 més larga) saturados, pueden tener la funcién de potenciar la proliferacion de las
células madre hematopoyéticas.

El documento WO 01/95914 da a conocer el uso de lipidos para modular la respuesta inmunitaria. Los lipidos tienen
una estructura principal de glicerol que porta al menos una cadena de arilo o alquilo Cio-22.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que determinados glicéridos son agentes quimioprotectores.
Segun la presente invencién, un compuesto para uso en el trasplante de médula ésea o para uso en el tratamiento
de un estado seleccionado de mielosupresion, heridas, neutropenia, es un glicérido de la férmula para uso en el
tratamiento
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R; es alquilo C7 o Cg;
Y es O o NH.

La presente invencion proporciona un medio para tratar los efectos mielosupresores de quimioterapia y radioterapia,
y cualquier otra situacion en la que la estimulacién del sistema hematopoyético pueda ser de valor terapéutico tal
como trasplante de médula 6sea y neutropenia crénica, asi como neutropenia que resulta de infecciones,
enfermedades hematoldgicas y deficiencias nutricionales. Esto ayuda al sistema hematopoyético a contrarrestar la
mielosupresion, aumentando la supervivencia y activacion de neutrofilos, en pacientes que se someten a dichos
tratamientos.

Descripcion de lainvencién

Cuando se utiliza en quimioterapia y radioterapia, una composicién que contiene el glicérido se administra antes,
durante y/o después del tratamiento, con el fin de acortar la ventana neutropénica y acelerar la reposicion del
sistema hematopoyético. Ademas, es posible usar una combinacién de glicéridos en multiples puntos en relacién
con el tratamiento con quimioterapia y radioterapia. Alternativamente, es posible administrar la combinacion
simultaneamente, antes, durante y/o después del tratamiento con quimioterapia y radioterapia. En la neutropenia
grave, se usa como agente terapéutico una composicion que contiene el glicérido. En el trasplante de médula ésea,
se usa el glicérido con el fin de aumentar el nimero de células madre periféricas disponibles para el trasplante
después de quimioterapia o radioterapia ablativa. El glicérido también puede usarse después de trasplante de
médula dsea, con el fin de estimular las células madre de la médula ésea, acortando asi el periodo de tiempo de
recuperacion de la neutropenia.

Por tanto, la presente invencion es util para estimular la hematopoyesis para tratar la mielosupresion originada por
guimioterapia o radioterapia; neutropenia cronica o transitoria; neutropenia inducida por farmacos y neutropenia
originada por una enfermedad hematoldgica, deficiencia nutricional, infeccion o radioterapia. La neutropenia
transitoria puede originarse a partir de estrés debido al transporte de un animal o al viaje de un ser humano o animal.
La invencion también es util para estimular la hematopoyesis en la cicatrizacion de una herida en un paciente y para
inducir la movilizacién de los neutrdéfilos para facilitar el trasplante de médula ésea en un paciente.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “un” o “una” pueden significar uno o mas, dependiendo del
contexto en el que se usen.

Tal como se usa en el presente documento, “composicién que contiene el glicérido” se refiere a una composicion
que comprende dicho principio activo y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a una
sustancia que no interfiere con los efectos fisiologicos del glicérido y que no es toxico para mamiferos, incluyendo
seres humanos.

Una composicion para uso en la presente invencion se formula usando el glicérido y portadores farmacéuticamente
aceptables mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica (Merck Index, Merck & Co., Rahway,
NJ). Estas composiciones incluyen liquidos, aceites, emulsiones, aerosoles, inhaladores, capsulas, pildoras, parches
y supositorios.

Todos los métodos incluyen la etapa de asociar el/los principio(s) activo(s) con el portador que constituye uno o mas
componentes auxiliares.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “quimioterapia” se refiere a un procedimiento de
destruccion de células proliferantes usando un agente citotéxico. La expresion “durante la quimioterapia” se refiere al
periodo durante el cual dura el efecto de la administracion del agente citotéxico. La expresion “después de la
guimioterapia” pretende cubrir todas las situaciones en las que se administra una composicion después de la
administracion de un agente citotoxico independientemente de cualquier administracion anterior del mismo y también
independientemente de la persistencia del efecto del agente citotéxico administrado.

Cuando esta invencién se aplica a quimioterapia, el glicérido puede administrarse antes de, durante o después de la
guimioterapia (es decir, antes de, durante o después de la administracién de un agente citotoxico).

Por “agente citotdxico” quiere decirse un agente que destruye células altamente proliferantes, por ejemplo, células
tumorales, células infectadas por virus o células hematopoyéticas. Los ejemplos de un agente citotéxico que puede
usarse en la practica de la presente invencién incluyen ciclofosfamida, doxorubicina, daunorubicina, vinblastina,
vincristina, bleomicina, etopdsido, topotecan, irinotecan, taxotere, taxol, 5-fluorouracilo, metotrexato, gemcitabina,
cisplatino, carboplatino o clorambucilo, y un agonista de cualquiera de los compuestos anteriores. Un agente
citotoxico también puede ser un agente antiviral, por ejemplo AZT (es decir, 3’-azido-3-desoxitimidina) o
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3TCl/lamivudina (es decir, 3-tiazicitidina).

Tal como se usa en el presente documento, “leucopenia” se refiere a una reduccién anémala en el nimero de
leucocitos en la sangre.

Tal como se usa en el presente documento, el término “neutropenia” se refiere a la presencia de numeros
anomalamente pequefios de neutréfilos en la sangre.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica se encuentra en forma de cualquier composicion
adecuada para la administraciéon oral, sublingual o mediante inhalacién (pulverizacion nasal), intravenosa,
intramuscular, subcutanea, para uso en el tratamiento de la neutropenia.

Se apreciara que la cantidad de una composicién de la presente invencién requerida para uso en el tratamiento
variara dependiendo de la via de administracion, la naturaleza del estado que esta tratandose, la edad y el estado
del paciente, y estara finalmente a la discrecion del médico responsable. La dosis deseada puede presentarse
convenientemente en una dosis individual o como dosis divididas tomadas a intervalos apropiados, por ejemplo
como dos, tres, cuatro o0 mas dosis diarias.

Aunque es posible que, para uso en la terapia, pueda administrarse el glicérido como producto quimico bruto, es
preferible presentar el principio activo como una formulacion farmacéutica.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la cantidad de principio activo administrado es tal que la
concentracion en la sangre (libre y/o unido a albamina sérica) es superior a 1 uM. En una realizacion particularmente
preferida, la concentracion en sangre es superior a 1 mM.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica estd en forma de administracion oral (incluyendo sublingual) o
parenteral (incluyendo intramuscular, subcutanea, rectal e intravenosa). Las formulaciones, cuando sea apropiado,
pueden presentarse convenientemente en unidades de dosificacion diferenciadas y pueden prepararse mediante
cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Todos los métodos incluyen la etapa de
asociar el compuesto activo con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos 0 ambos y entonces, si
es necesario, dar forma al producto para dar la formulacién deseada. Cuando se desee, pueden emplearse las
formulaciones adaptadas descritas anteriormente para proporcionar liberacion sostenida del principio activo.

El glicérido también puede usarse en combinacién con otros agentes terapéuticamente activos tales como agentes
anticancerigenos citotdxicos u otros agentes anticancerigenos (farmacos que regulan o modulan el sistema
inmunitario o vacunas terapéuticas o farmacos antiangiogénesis, etc.), farmacos inmunosupresores (incluyendo
farmacos antiinflamatorios), un factor de crecimiento tal como un factor estimulante de colonias (preferiblemente
GM-CSF o G-CSF), una citocina tal como interleucina 2 o interleucina 15, o combinaciones de los mismos. Los
componentes individuales de tales combinaciones pueden administrarse o bien secuencialmente (antes o después)
0 bien simultdneamente en formulaciones farmacéuticas separadas o combinadas. La combinacion a la que se hace
referencia anteriormente puede presentarse convenientemente para uso en forma de una formulacion farmacéutica y
por tanto las formulaciones farmacéuticas que comprenden una combinacion tal como se definioé anteriormente junto
con un portador farmacéuticamente aceptable de las mismas comprenden un aspecto adicional de la invencion.

En una realizacion preferida, la composicion contiene una mezcla de al menos dos compuestos descritos mediante
la férmula I, que son triglicéridos de cadena media (MCT) en la que A, B y R1 son iguales y son grupos alquilo C7 y
C9 de cadena lineal o ramificados, saturados o insaturados, respectivamente. Alternativamente, la composicion
contiene una mezcla de dos triglicéridos en la que se describe un primer MCT mediante la férmula I, en la que A, By
R1 son CH3(CHy)s, y se describe un segundo MCT mediante la formula I, en la que A, B y Ry son CH3(CHy)s.
Alternativamente, la composicion contiene ademas desde el 0,1% hasta el 3% cada uno de un tercer compuesto
descrito mediante la formula I, en la que A, B y R; son CH3(CHz)4, y un cuarto compuesto descrito mediante la
férmula I, en la que A, B y R; son CH3(CH>)10. Alternativamente, la composicién es una mezcla que contiene cuatro
isémeros geométricos de triglicéridos de acido graso C8 y C10 descritos mediante la siguiente formula:

X‘)\go ' 1
X\bco ;: g

i p=6

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la practica de la presente invencion. Se apreciara que la seleccion
de la dosis de glicéridos que va a administrarse a un paciente individual (ser humano o animal) se encontrara dentro
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de la discreciéon del médico responsable, se prescribira de manera acorde a las dosificaciones apropiadas y
dependera del estadio de la enfermedad y factores similares Unicamente dentro del ambito del médico responsable.

Ejemplo 1: Analisis de CRODAMOL™ (MCT: triglicérido caprilico/céprico)

Se analiz6 CRODAMOL™ GTCC, lote n.° T1033-1299 de Croda Ltd. (Toronto, Canada) mediante cromatografia de
gases. Analisis de CG/FID, condiciones del gradiente: 100°C-250°C en 10 minutos, luego 250°C durante 25 minutos;
FID 250°C. Se observaron cuatro picos: 22,04 minutos (26%), 25,07 minutos (43%), 29,16 minutos (25%) y 34,75
minutos (5%). Se analiz6 una muestra de triglicérido caprilico (tricaprilina), obtenido de Sigma-Aldrich lote n.°
079H1212, mediante cromatografia de gases. Analisis de CG/FID, condiciones del gradiente: 100°C-250°C en 10
minutos, luego 250°C durante 25 minutos; FID 250°C. Principalmente un pico a los 22,31 minutos (98%).

Ejemplo 2: Acilacién de alcohol usando cloruro de acido y base de piridina

OH |
A Método A @("L
+ o % o— a=6-10
Meétodo B .
OH s

Método A: Piridina, CH,CI, .
Método B: DMAP, CH,CI,

Método general A (piridina)

Se enfrié una disolucion del alcohol (~0,1 M) en CH2Cl, seco y piridina (4:1) hasta 0°C bajo nitrégeno, y se traté con
el cloruro de acido (1,2 equivalentes). Se dejd calentar la reaccién lentamente hasta temperatura ambiental y se
agitdé durante la noche. El andlisis de CCF (SiO,, EtOAc 1:9 hexano) no mostré alcohol restante. Se diluy6 la mezcla
de reaccién con CHxCl, y se lavé con disolucidn acuosa saturada de NH4Cl. Se extrajo la fase acuosa con CH.Cl,
(x1) y hexano (x 1), y se lavaron las fases organicas combinadas con disolucién acuosa saturada de NacCl, se
secaron sobre Na,SO, se filtraron y se evaporaron a vacio dando el producto bruto.

Método general B (DMAP)

Se enfrié una disolucion del alcohol (~0,1 M) en CH,Cl, seco hasta 0°C bajo nitrogeno, y se traté con DMAP (1,3
equivalentes) y el cloruro de &cido (1,2 equivalentes). Se dejo calentar la reaccion lentamente hasta temperatura
ambiental y se agité durante la noche. El andlisis de CCF (SiO», EtOAc 1:9 hexano) no mostr6 alcohol restante. Se
diluy6 la mezcla de reaccién con CH,Cl, y se lavo con disolucién acuosa saturada de NH4Cl. Se extrajo la fase
acuosa con CHCl (x1) y hexano (x1), y se lavaron las fases organicas combinadas con disolucion acuosa saturada
de NaCl, se secaron sobre Na,SOu, se filtraron y se evaporaron a vacio dando el producto bruto.

Ejemplo 3: Triglicérido de &cido nonanoico

Se acilé glicerol (120 mg, 1,30 mmol) con cloruro de nonanoilo (751 pl, 4,16 mmol) segun el método general A,
ejemplo 2. La purificacion mediante cromatografia en columna (Isolute™ SiO,, eluyendo con el 0-5% de EtOAc en
hexano) dio dos fracciones que contenian producto, que se evaporaron a vacio dando el producto deseado como un
liquido incoloro, con una pureza del 89% (127 mg, 19%) y del 93% (475 mg, 71%) respectivamente (CG/FID). Rs
0,46 (SiO,, acetato de etilo al 10% en hexano); 'H-RMN (CDCl3, 300 MHz) 8y = 5,27 (m, 1H), 4,29 (dd, 2H), 4,14 (dd,
2H), 2,31 (m, 6H), 1,61 (m, 6H), 1,27 (m, 30H), 0,88 (t, 9H); MS (FAB") m/z = 510(M-H"); andlisis de CG/FID,
condiciones: gradiente 100°C-250°C en 10 minutos, luego 250°C durante 25 minutos; FID 250°C; 27,25 minutos.

Ejemplo 3: 1,2,3-O,N,O-tridecanoilserinol

Se acilo serinol (51 mg, 0,56 mmol) con cloruro de decanoilo (372 pl, 1,76 mmol) segun el método general B,
ejemplo 2. La purificacion mediante MPLC (SiO, eluyendo con el 0, después el 10% de EtOAc en hexano) dio el
producto deseado como un sélido de color blanco (301 mg, 97%). Pf 54°C; CCF, R; 0,85 (SiO, EtOAc 2:3 hexano);
"H-RMN (CDCls, 300 MHz) 54 0,84 (9H, t), 1,20-1,27 (36H, m), 1,52-1,60 (6H, m), 2,13 (2H, t), 2,28 (4H, t), 4,03 (2H,
2 x A de 2 x ABX), 4,19 (2H, 2 x B de 2 x ABX,), 4,41-4,46 (1H, m), 5,70 (1H, d); EMAR m/e cal. para Cs3HezNOs
553,4706 hallado 553,4713. Andlisis de CG-FID, condiciones del gradiente: 100°C-250°C en 10 minutos, luego
250°C durante 25 minutos; FID 250°C. Principalmente un pico a 14,80 minutos (98%).
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Ejemplo 4:1,3-O,0-didecanoilserinol

OH OH h
a Q .
N 2. E NHBOC + \n/\/\/\/\/
OR OH <. ° .
50 S‘NH: | :

o
5) BOC-ON, Et,N; b) DMAP, CH,Cl,; ¢) HCL

Se tratd una disolucion de serinol (1,57 gm, 17,2 mmol) en acetona (17 ml) y agua (17 ml), con trietilamina (3,60 ml,
25,9 mmol) y BOC-ON (4,67 gm, 19,0 mmol), y se agit6 la reaccién bajo nitrégeno durante la noche. Se evaporoé la
acetona a vacio y se repartié la mezcla bruta entre BtOAc y agua. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc (x 3), y se
secaron los extractos organicos combinados sobre Na,SOy, se filtraron y se evaporaron a vacio, dando un solido de
color amarillo. La purificacion mediante MPLC (SiO2, eluyendo con del 40 al 80% de EtOAc en hexano) dio el
producto intermedio N-BOC-diol como un sdlido cristalino de color blanco (2,10 gm, 64%). CCF, R; 0,15 (SiOg,
EtOAc 4:1 hexano); "H-RMN (CDCls, 300 MHz) 8 1,40 (9H, s), 3,54-3,56 (5H, m).

Se acil6 el producto intermedio N-BOC-diol (50 mg, 0,26 mmol) con cloruro de decanoilo (173 pl, 0,83 mmol) segin
el ejemplo 2. La purificacion mediante MPLC (SiO2, eluyendo con el 0, luego el 10% de EtOAc en hexano) dio el
producto intermedio N-BOC-diacilo como un aceite incoloro (115 mg, 88%). CCF, R; 0,80 (SiO,, EtOAc 2:3 hexano);
"H-RMN (CDCls, 300 MHz) 84 0,87 (6H, t), 1,23-1,30 (24H, m), 1,44 (9H, s), 1,56-1,70 (4H, m), 2,31 (4H, 1), 4,04-4,21
(4H, m), 4,77-4,80 (1H, m), 6,73 (1H, d). Se enfrid una disolucién del producto intermedio N-BOC-diacilo (76 mg,
0,15 mmol) en CHxCI, seco (1,5 ml) hasta 0°C, y se trat6 con una disolucion de HCI anhidro 4,0 M en 1,4-dioxano
(375 pl, 1,50 mmol; concentracion final 0,8 M). Se dejo calentar la reaccion hasta temperatura ambiente y se agito
durante 3 h a la misma temperatura. Se afiadio una porcién adicional de HCI anhidro 4,0 M en 1,4-dioxano (375 pl,
1,50 mmol) y se agitd la reaccion durante 2 h adicionales. La evaporacién de los disolventes dio el producto
deseado, como un sdélido de color blanco (69 mg, 100%). Pf 101°C; CCF, R 0,40 (SiO2, EtOAc 2:3 hexano); '"H-RMN
(CDMI3 300 MHz) 84 0,88 (6H, t), 1,20-1,29 (24H, m), 1,55-1,65 (4H, m), 2,45-2,52 (4H, m), 3,72-3,80 (1H, m), 4,30-
4,51 (2H, m), 8,6-9,0 (3H, m a); EMAR m/e cal. para (M-HCI), Cz3H4sNO4 339,3348 hallado 339,3340; andlisis de
CG-FID, condiciones del gradiente: 100°C-250°C en 10 minutos, luego 250°C durante 25 minutos; FID 250°C.
Principalmente un pico a 17,14 minutos (94%).

Ejemplo 5: Ensayos in vitro de apoptosis y supervivencia de neutrofilos

Se midi6 la supervivencia de neutréfilos tal como se describe por Lagraoui y Gagnon (Cell. Mol. Biol. 43:313-318,
1997). Se obtuvieron neutréfilos a partir de la sangre periférica de voluntarios sanos. Se sometié la sangre a
centrifugacion en gradiente con Lympholyte-poly (Cedarlane, Hornby, Canada) seguido por lisis hipotdnica de
eritrocitos contaminantes. Se suspendieron las células en RPMI (Gibco, Burlington, Canadéd) complementado con
FBS al 10% (Hyclone, Logan EE.UU.). Las preparaciones celulares finales consistian en >95% de neutrdfilos tal
como se determind mediante tincion con Wright Giemsa. La viabilidad era superior al 97% tal como se determin6
mediante exclusion de azul tripano. Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) tienen una semivida corta y
experimentan rdpidamente cambios caracteristicos indicativos de apoptosis. Se evalué la apoptosis segun el método
descrito por Nicoletti et al., J. Immunol. Met. 139:271-279 (1991). Brevemente, se incubaron neutréfilos recién
aislados durante 24 h a 37°C con diferentes concentraciones de MCT. Tras la incubacion, se tifieron las células con
yoduro de propidio (Pl, Sigma) y se analizaron para determinar la apoptosis usando un citbmetro de flujo XL
(Coulter). Entonces se expresaron los datos como el porcentaje de células apoptoticas. La figura 1 representa una
compilacion de varios experimentos en los que se midi6 la apoptosis de neutrofilos en ausencia (control) o presencia
de diversas concentraciones de MCT. Los resultados indican que en presencia de MCT in vitro, se inhibe la
apoptosis de neutrofilos hasta un 90% y que la inhibicion depende de la dosis. Por tanto, los MCT pueden aumentar
la supervivencia de neutréfilos y pueden usarse como factor de supervivencia de neutrdfilos.

Ejemplo 6: Ensayos in vitro de fagocitosis de PMN

Se incubaron neutrdfilos (2 x 106/ml) durante 24 h, a 37°C en un 5% de CO; y un 95% de humedad con diversas
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concentraciones de MCT. Tras 24 h, se determiné la viabilidad mediante exclusién de azul tripano y se lavaron las
células tres veces con PBS que contenia glucosa 2 mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 1 mM. Entonces se ajusto la
concentracion de células a 1 x 10° células/ml y entonces se incubaron con microesferas de carboxilato de
Fluoresbrite (dilucion 1/10). Tras 30 minutos de incubacion, se lavaron los neutrofilos y se fijaron en
paraformaldehido al 2%. Se analizaron los neutréfilos fijados para determinar la ingestion de microesferas usando
citdbmetro de flujo XL (Coulter). Entonces se expresaron los datos como el porcentaje de células fagociticas. La figura
2 representa una compilacién de varios experimentos que miden la actividad fagocitica de PMN en ausencia
(control) o presencia de diversas concentraciones de MCT. Los resultados indican que los MCT potencian la
actividad fagocitica de PMN humanos. La actividad fagocitica se potencia hasta de dos a tres veces a partir de los
valores control y el grado de la estimulacién depende del estado inmunitario del donante.

Ejemplo 7: Efecto de doxorubicina sobre la apoptosis de neutroéfilos

Se aislaron PMN tal como se describe en el ejemplo 5. Se incubaron las células (2 x 106/ml) durante 4 h a 37°C en
un 5% de CO2 y un 95% de humedad en presencia de diversas concentraciones de un agente quimioterapico,
doxorubicina. Se evaluaron las células apoptoticas tal como se describe en el ejemplo 10. Se expresan los datos en
porcentaje de células apoptoticas. Las figuras 3A y 3B indican que la doxorubicina induce la apoptosis de PMN.

Ejemplo 8: MCT rescata la apoptosis de neutréfilos inducida por doxorubicina

Se aislaron PMN tal como se describe en el ejemplo 5. Se incubaron células (2 x 106/ml) durante 4 h a 37°C en un
5% de CO; y un 95% de humedad en presencia de diversas concentraciones de doxorubicina con o sin MCT (al
2,5% y al 5,0%). Se evaluaron las células apoptéticas tal como se describe en el ejemplo 5. Se expresan los datos
en porcentaje de células apoptdticas. La tabla 1 representa dos experimentos que miden los efectos
guimioprotectores de MCT sobre PMN. Los resultados se expresan en porcentaje de células apoptéticas tras 4 h de
incubacién en presencia o ausencia de doxorubicina con o sin MCT. Como en el ejemplo 7, la doxorubicina induce la
apoptosis de PMN in vitro. Sin embargo, en presencia de MCT, a una concentracién del 2,5% y del 5% (v/v), se
inhiben los efectos apoptéticos de la doxorubicina. Por tanto, MCT ejercen una accidn antiapoptética sobre PMN.
También se estudid la apoptosis usando el método de anexina V-FITC/Pl (yoduro de propidio) segun las
recomendaciones del fabricante, Biosources (kit de apoptosis Apotarget Annexin-VFITC n.° PHN 1018). La anexina
V se une a fosfatidilserina que se transfiere desde la membrana interna a la externa en la fase temprana a tardia de
la apoptosis. Brevemente, se incuban neutréfilos en presencia o ausencia de concentraciones variables de
doxorubicina 'y MCT. Tras 24 h, se lavan los neutréfilos con PBS y se tifien con 2 pl de anexina V-FITC y 10 ul de PI
(Sigma, 1 mg/ml) durante 20 minutos. Tras la incubacion, se fijaron las células tefiidas en paraformaldehido (1%) y
se analizaron para determinar la apoptosis usando un citometro de flujo XL (Coulter). Entonces se expresaron los
datos como el porcentaje de células apoptoticas. La figura 4A representa la respuesta en un trancurso de tiempo de
MCT sobre neutrdfilos tratados con doxorubicina. Los MCT rescata la apoptosis inducida por doxorubicina de
neutrofilos humanos de manera dependiente de la dosis y del tiempo.

La figura 4B representa la respuesta en un trancurso de tiempo de doxorubicina sobre neutrdéfilos tratados con MCT.
Los MCT protegen, de manera dependiente de la dosis, a los neutréfilos frente a la apoptosis inducida por
doxorubicina hasta 4 h antes de la introduccién del agente téxico (doxorubicina).

Tabla 1
Efecto protector de MCT sobre la apoptosis de neutrdfilos inducida por doxorubicina
% de apoptosis de neutrdéfilos (PMN)
Concentracion . -
de doxorubicina Experimento 1 Experimento 2
Control | MCT al 2,5% (v/v) | MCT al 5% (v/v) | Control | MCT al 2,5% (v/v) | MCT al 5% (v/v)

0 12,4 9,5 12,3 49,6 23,6 4.6
10" M 9,3 11,7 7.4 60,6 14,7 23,9
108 M 18,7 14,2 8,3 59,2 32,5 14,8
10° M 23,2 12,7 3,5 55,0 21,6 16,9
10°M 23,8 12,3 8,3 66,2 74,7 12,1
10*M 27,5 35,2 17,1 53,2 58,6 55,7

Ejemplo 9: MCT rescata la apoptosis de neutrofilos inducida por doxorubicina: Comparacién con GM-CSF

La tabla 2 representa el efecto de GM-CSF, MCT vy tricaprilina sobre la apoptosis de neutréfilos humanos inducida
por doxorubicina. GM-CSF y MCT pueden rescatar o proteger neutréfilos humanos frente a la apoptosis inducida por
doxorubicina. La tricaprilina rescata la apoptosis inducida por doxorubicina y potencia ademas la viabilidad de
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neutrofilos humanos en un grado superior al observado en los neutréfilos no tratados (control, ausencia de
doxorubicina).

Tabla 2
Efecto protector de MCT y GM-CSF sobre la apoptosis de neutrofilos inducida por doxorubicina
% de viabilidad de PMN

Control 35,9+0,71

Doxorubicina (DOX) (10”° M) 6,82+0,5
GM-CSF (10 M) + DOX 16,75 + 2,05
GM-CSF (10°® M) + DOX 6,99 + 0,23
MCT (24 mM) + DOX 14,20 + 1,98
MCT (12 mM) + DOX 12,37 £1,72
Tricaprilina (24 mM) + DOX 12,13 +£1,25
Tricaprilina (12 mM) + DOX 42,95 + 6,15

Ejemplo 10: MCT y tricaprina aumentan la proliferacion de médula 6sea murina in vitro

Se obtuvieron células de médula dsea a partir del fémur de ratones C57BL/6 hembra (de 6 a 8 semanas de edad).
Se enjuagaron las células y se lavaron con PBS. Se centrifugan las células recogidas y se resuspenden a 2 x 10°
células/ml. Se incuban 100 pl de células (2 x 10° células) en una placa de microtitulacion de 96 pocillos durante 48 h
en presencia o ausencia de MCT o tricaprina. Tras la incubacion, se pulsan las células con 1 pCi de [*H]-timidina
durante 6 h. Se recogen las placas en un aparato Tomteck y se recuentan en un contador B Microbeta. La
incorporacion de [°H]-timidina en el ADN es una indicacion directa de la proliferacion celular. La figura 5 representa
un experimento tipico del efecto de MCT vy tricaprina sobre la proliferacion de médula 6sea. MCT vy tricaprina
aumentan la proliferacion de médula ésea en de 3 a 5 veces en relacion con el control.

Ejemplo 11: Estudios de quimioproteccion: induccién in vivo de proliferacion o proteccion de células
inmunitarias mediante MCT

Se sometieron a inmunosupresion ratones C57BL/6 hembra, de 6 a 8 semanas de edad, mediante tratamiento con
80 mg de 5-fluorouracilo (5-FU) o 100-200 mg de ciclofosfamida (CY) o 12 mg de taxotere (TX) administrados por
via intravenosa en el dia 0. Para examinar el efecto inmunoprotector de MCT u otros compuestos, se trataron
previamente los ratones por via oral en el dia -3, -2 y -1 o se les tratd por via intravenosa en el dia 0 con el
compuesto de prueba. Se sacrificaron los ratones en el dia +5 mediante puncion cardiaca y dislocacion cervical.
Entonces, se prepararon suspensiones de células a partir del timo, el bazo y la médula ésea tal como sigue. Se
trituraron los tejidos en tampdén PBS buffer y se lisaron los eritrocitos contaminantes en tampon ACK (NH4ClI
155 mM, NaHCO3 12 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,3) durante 5 minutos. Entonces se recogieron las células mediante
centrifugacién y se lavaron tres veces en PBS y se resuspendieron en medio de cultivo tisular. Se contaron las
células en un hemocitometro. Los resultados muestran que los MCT aumentan significativamente el nimero de
células en tejido inmunitarios de animales normales e inmunosuprimidos en comparacion con el vehiculo solo tal
como se muestra en las siguientes tablas y figuras. Dependiendo de los experimentos y el estado inmunitario de los
ratones, los MCT pueden aumentar los recuentos de células de médula 6sea y/o de células de bazo y/o de células
de timo. La figura 6 muestra el efecto de MCT sobre el recuento de células de médula ésea en animales
inmunosuprimidos. Sélo CY y 5-FU deprimieron el recuento de células de médula 6sea en comparacion con el
control (sin tratamiento citotoxico). En raton, el tratamiento con taxotere no tiene ningun efecto significativo sobre
recuento de células de médula 6sea. En médula 6sea suprimida, la administracion de MCT (6,25 pmoles por raton)
en el dia -3, -2 y -1 potencio significativamente el recuento de células de médula ésea.

La figura 7 representa el efecto de MCT sobre el recuento de células de bazo en ratones inmunosuprimidos que
recibieron el régimen de tratamiento previo de MCT por v.0. Todos los farmacos citotoxicos (CY, 5-FU y TX) reducen
significativamente el recuento de células de bazo en comparaciéon con el control. La administracion de MCT
(6,25 umoles por ratén) en el dia -3, -2 y -1 aumenta significativamente el recuento de células de bazo siendo “P”
inferior a 0,0017, 0,009 y 0,0036 para CY, 5-FU y TX respectivamente.

Ademas, MCT potencia significativamente el recuento de células de médula ésea en ratones normales cuando se
administra por via i.v. en el dia 0 (tabla 3). Sin embargo, una inyeccién i.v. de MCT no es suficiente para mejorar el
recuento de células de bazo en ratones tanto normales como inmunosuprimidos.




10

15

20

25

30

ES 2439 738 T3

Tabla 3
Efecto de ciclofosfamida (CY) y CY + MCT sobre células de médula 6sea y bazo (ratones normales)
Médula 6sea Bazo
n.° de células (x10°) P n.° de células (x10°) P
Control 16 £ 3,94 94+11

CYy 13+3,92 0,17 60+ 12 0,0014
CY + MCT (50 umoles) 17 +4,28 0,87 53+£10 0,0003
CY + MCT (12,5 umoles) 17 +6,15 0,95 51+10 0,0002

MCT (50 pmoles) 41+6,11 >0,0001 103 +7 0,19

MCT (12,5 umoles) 27 £4,19 0,0018 101 +11 0,31

Ejemplo 12: Estudios de quimioproteccion: respuesta a la dosis in vivo de la inducciéon mediante MCT de la
proliferacién de células inmunitarias cuando se administra en el dia-3, -2 y -1 en ratones normales

Se evaluo la respuesta a la dosis in vivo de la induccion mediante MCT de la proliferacion de células inmunitarias en
ratones normales mediante el protocolo descrito en el ejemplo 11. La tabla 4 representa la respuesta a la dosis en el
tratamiento de MCT administrado por via oral en el dia -3, -2 y -1 en ratones normales. MCT aumenta
significativamente los recuentos de células de médula ésea y bazo.

Tabla 4
Efecto de MCT sobre ratones normales
Médula 6sea Bazo
n.° de células (x10° P n.° de células (x10°%) P
Control 45+7,3 120+ 12,9
MCT (3,15 pmoles) 52143 0,10 144 +15,8 0,018
MCT (6,25 umoles) 59+11,3 0,05 134+ 13,9 0,129
MCT (12,5 umoles) 54+6 0,04 144 £ 19,8 0,04
MCT (25 umoles) 56 + 3,9 0,01 127 +17,0 0,48

Ejemplo 13: Estudios de quimioproteccion: induccién in vivo de la proliferacion o proteccién de células
inmunitarias: comparacion del efecto de MCT frente a GM-CSF

Se acometi6 la comparacion in vivo de la induccidon de la proliferacion/regeneracién o proteccion de células
inmunitarias siguiendo el protocolo descrito en el ejemplo 11. Se realizaron estudios comparativos de MCT y GM-
CSF en animales normales e inmunosuprimidos. En comparacion con MCT, GM-CSF no tiene actividad significativa
sobre los recuentos de células de médula 6sea y bazo en animales inmunosuprimidos. Se observé un efecto
significativo de GM-CSF solo en el peso del timo en ratones normales (figura 8). En este caso, MCT presentd un
efecto similar a GM-CSF.

Ejemplo 14: Estudios de quimioproteccion

Se evalué el efecto de tricaprilina y tricaprina sobre la induccién in vivo de proliferacion o proteccion de células
inmunitarias mediante el protocolo descrito en el ejemplo 11. La tricaprilina y tricaprina son ambas eficaces en la
proliferacion o proteccion de recuentos de células de médula 6sea en ratones tratados con CY (tabla 5). No se
observé ningln efecto significativo sobre el recuento de células de bazo, en comparacion con ratones tratados con
ciclofosfamida.

Tabla 5

Efecto de ciclofosfamida (CY), CY + tricaprilina y CY + tricaprina sobre células de médula 6sea y de bazo

Médula 6sea Bazo

n.° de células (x10°) P/Control | P/CY n.° de células (x10°) P/Control | P/ICY

Control 55+9,3 113+ 15,9

10
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CY 22+5,8 0,0001 36 +13,6 >0,0001
CY + tricaprilina 34+7,8 0,0033 0,022 37+12,6 >0,0001 0,8
CY + tricaprina 31+3,8 0,0008 0,012 38+6,8 >0,0001 0,7

Ejemplo 15: Estudios de quimioproteccién

Se evaluo el efecto de trilaurina y trimiristina sobre la induccion in vivo de proliferacién o proteccién de células
inmunitarias mediante el protocolo descrito en el ejemplo 11. La trilaurina y trimiristina tienen actividad débil (no
significativa) sobre los recuentos de células de médula 6sea y bazo en ratones inmunosuprimidos con CY (tabla 6).

Tabla 6
Efecto de ciclofosfamida (CY), CY + trilaurina y CY + trimiristina sobre células de médula 6sea y de bazo
Médula 6sea Bazo
n.° de células (x10°) | P/Control | P/CY | n.°de células (x10°) | P/Control | P/CY
Control 49+7,3 105 + 23
CY 27+2,8 0,0014 19+6,5 0,0007

CY + trilaurina (6,25 uM) 31+6,8 0,0028 | 0,219 28+£19,5 0,0004 | 0,302
CY + trimiristina (6,25 uM) 31+9,9 0,0067 | 0,402 15+ 4,6 0,0007 | 0,314

Ejemplo 16: Estudios de quimioproteccion

Se evalub el efecto de MCT, caprilato de sodio y caprato de sodio sobre la induccion in vivo de proliferacion o
proteccion de células inmunitarias mediante el protocolo descrito en el ejemplo 11. Se observd un aumento
significativo en la proliferacion o proteccion del recuento de células de médula 6sea con tratamiento previo con MCT,
caprilato de sodio y caprato de sodio en ratones tratados con CY (figura 9).

Ejemplo 17: Estudios de quimioproteccion: regimenes de tratamiento posterior

Se realizaron estudios de quimioproteccion tal como se describe en el ejemplo 11 excepto porque se trataron
(posteriormente) ratones con MCT, caprilato de sodio, caprato de sodio o acido caprico por viav.o. eneldial, 2,3y
4. Se observé un aumento significativo en el recuento de células de médula ésea con el tratamiento posterior de
MCT, caprilato de sodio y caprato de sodio en ratones tratados con CY (tabla 7).

Tabla 7

Efecto del tratamiento posterior con ciclofosfamida (CY),
CY + MCT, CY + caprilato de sodio y CY + caprato de sodio sobre células de médula 6sea y de bazo

Médula 6sea Bazo
n.° de células (x10°) P P/CY | n.°de células (x10°% P |PICY
Control 52 +6,17 110 £ 29,3
CcY 19+4,99 >0,0001 30+9,5 0,0007
CY + MCT (12,5 uM) 26 + 3,70 >0,0001 | 0,0189 38+7,2 0,0014 | 0,163
CY + caprilato de sodio (12,5 uM) 26 £5,33 >0,0001 | 0,0455 36+125 0,0009 | 0,394
CY + caprato de sodio (12,5 uM) 29+ 4,45 0,0001 | 0,0140 28+6,3 0,0007 | 0,696

Ejemplo 18: Estudios de quimioproteccion: ensayo de inmunofenotipado

Se trataron previamente ratones C57BL/6 hembra, de 6 a 8 semanas de edad, en el dia -3, -2 y -1 por via v.0. 0 por
via intravenosa el dia 0 con diferentes concentraciones de MCT. También se realiz6 el inmunofenotipado en
animales inmunosuprimidos. Se logré la inmunosupresion con 80 mg/kg de 5-fluorouracilo (5-FU) o de 100 a
200 mg/kg de ciclofosfamida (CY) o 12 mg/kg de taxotere (TX) inyectados por via i.v. en el dia 0. Se sacrificaron los
ratones en el dia 5 mediante puncion cardiaca. Se recogieron sangre y bazos y se prepararon suspensiones
celulares y se lisaron eritrocitos en tampén ACK (NH4Cl 155 mM, NaHCO3 12 mM, BDTA 0,1 mM, pH 7,3) durante 5
minutos. Se lavaron las células tres veces en PBS, pH 7,4 y se resuspendieron en medio de cultivo tisular. Entonces
se incubaron las células durante 45 minutos en hielo con marcador de superficie celular conjugado con isotiocianato
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de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) segun la recomendacion del fabricante (Gibco/BRL, Cedarlane, Boehringer
Mannheim). Entonces se lavaron las células en PBS, se fijaron con paraformaldehido al 1% y se analizaron con un
citometro de flujo Coulter XL. Se acometié el andlisis de los subconjuntos de células mediante la determinacion de
marcadores de superficie celular convencionales que eran tal como sigue: TCR (receptor de células T), CD4- (T
auxiliar), CD8 (T citotoxico/supresor), CD11b (macréfago), NK (células NK) y Ly5 (células B). Se obtuvieron células
de médula 6sea tal como se describe en el ejemplo 10. Se tifieron las células mediante una incubacion de 45
minutos de marcador de superficie celular conjugado con FITC o PE segln la recomendacion del fabricante.
Entonces se lavaron las células en PBS, se fijaron con paraformaldehido al 1% y se analizaron con un citdbmetro de
flujo Coulter XL. Se acometié el analisis de los subconjuntos de células mediante la determinacién de marcadores de
superficie celular convencionales que eran tal como sigue: CD34 (células progenitoras hematopoyéticas), CD41
(plaguetas, megacariocitos), CD 13 (células madre mielomonociticas, mielocitos, promonocitos) y CD38 (células
madre linfoides, pro-B, pre-B). La tabla 8 representa el efecto de MCT sobre el inmunofenotipado de sangre y bazo
en ratones normales. En el inmunofenotipado de sangre, los MCT aumentan subconjuntos de células CD8+ y LY5+.
En algunos experimentos, MCT aumenta débilmente el subconjunto LY5-TCR- (datos no mostrados). En el
inmunofenotipado de bazo, MCT aumenta significativamente el porcentaje relativo de células LY5+TCR+ y CD4+.
LY5-TCR- no son células B ni T que pueden representar los neutr6filos. Cuando se administran a ratones
inmunosuprimidos, MCT aumenta el porcentaje relativo de células LY5-TCR- (probablemente neutréfilos) y CD11+
(macrofagos) en el inmunofenotipado de sangre y bazo en comparacion con ciclofosfamida solo. Estos subconjuntos
de células se originan a partir del precursor de células mieloides (tabla 9).

Tabla 8
Efecto de MCT sobre inmunofenotipado de sangre y bazo en ratones normales
Subconjuntos
de células Control 6,25 uM 12,5 uM 50 uM
Inmunofenotipado de sangre
CD8+ 12,76 + 1,23 16,41 + 1,16 p < 0,0004 - 13,18 +2,08 p=0,68
LY5+ 15,57 + 6,91 24,0+ 4,92 p< 0,037 - 26,75+4,11p<0,01
Inmunofenotipado de bazo
LY5-TCR- 13,02 +2,54 - 16,84 + 0,83 p < 0,0257 -
CD4+ 19,9 +1,09 22,25+1,64 p<0,013 - 22 +0,47 p< 0,091
Tabla 9

Efecto de MCT sobre inmunofenotipado de sangre y bazo en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida
(CY, 200 mg/kg)

Slcjjzc((z)gljlzjlgtsos cY 6,25 uM 12,5 uM 50 M
Inmunofenotipado de sangre
LY5-TCR- 36,82 +9,93 - 51,67 +11,10 p<0,05 | 46,32 +£5,63p=0,1254
CDl1+ | 2641454 - 4212p<0,0119 | 42,56 +8,62 p < 0,0098

Inmunofenotipado de bazo

LY5-TCR- 20,02 £ 4,05 23,92 + 1,61 p< 0,07 (débil) - -

CD11+ 16,31+4,85 | 27,47 + 11,48 p < 0,06 (débil) - -

Ejemplo 19: Estudios de quimioproteccion: inmunofenotipado de médula ésea

Se evalué el efecto de MCT, caprilato de sodio, caprato de sodio sobre el inmunofenotipado de médula ésea
mediante el protocolo descrito en el ejemplo 18. El tratamiento con ciclofosfamida induce un aumento significativo en
todos los conjuntos estudiados (CD34+, CD13+, CD41+ y CD38+). La adicién de MCT o caprilato de sodio o caprato
de sodio amplifica el nimero del linaje de CD13+ que son células madre mielomonociticas, mielocitos y
promonocitos. Este aumento en el porcentaje relativo de CD13+ es significativo en comparacion con ciclofosfamida
sola. Los resultados demuestran claramente que MCT y otros compuestos relacionados inducen un aumento
significativo en el nimero de células de médula 6sea (tal como se muestra a modo de ejemplo en los ejemplos
anteriores) y potencian ademas el porcentaje relativo de precursor de células fagociticas (PMN y monocitos). Esto
puede dar como resultado una mejor recuperacion del tratamiento citotéxico o proteccién frente a agentes
infecciosos (tabla 10).
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Tabla 10

Efecto de MCT, caprilato de sodio y caprato de sodio sobre el inmunofenotipado de médula 6sea
en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida (CY, 200 mg/kg)

% de células CD34+ CD13+ CD41+ CD38+
Control 1,1+0,3 0,8+0,2 1,6 +£0,2 29,8 +6,5
Ciclofosfamida (CY) 10+1,0 32+0,5 4,2+0,6 39,6 £ 13,6
CY+MCT 112+13 4,5+ 0,5 p<0,001 45+04 42 £ 15,7
CY + Caprilato de sodio 112+1.3 4,9+ 1,2 p<0,017 46+1,3 36+£9,7
CY + Caprato de sodio 9,1+3,1 4,7 + 1,7 p<0,06 3,7+0,7 44,3 +22,8

Ejemplo 20: Estudios de quimioproteccion

Se evaluo el efecto de tridecanoilserinol y didecanoilserinol sobre la induccion in vivo de la proliferacion o proteccion
de células inmunitarias mediante el protocolo descrito en el ejemplo 11. Tal como se muestra en la tabla 11, el
tridecanoilserinol potencia significativamente los recuentos de células de bazo. No se demostr6 ningun efecto
significativo sobre los recuentos de células de médula ésea.

Tabla 11
Efecto de ciclofosfamida (CY), CY+tridecanoilserinol y CY+didecanoilserinol sobre células de médula 6sea y bazo
Médula 6sea Bazo
n.° de células (x10°) | P/Control | P/CY | n.°de células (x10%) | P/Control | P/ICY
Control 53+4,8 113+155
CcY 28+3,4 >0,0001 29+9,2 >0,0001
CY + tridecanoilserinol 28+4,6 >0,0001 0,95 42 +8,4 >0,0001 | 0,035
CY + didecanoilserinol 30+3,8 >0,0001 0,54 36+9,9 >0,0001 0,27

Ejemplo 21: Actividad antitumoral

Se inyectaron por via intravenosa a ratones C57BL/6 hembra de 6-8-semanas de edad en el dia 0 1 x 10° células de
melanoma B 16F 10 de la ATCC (fuente del cultivo celular, Dr. L J. Fidler). Entonces se les inyecté a los animales
por via i.v. con o sin MCT (25 umoles/ratén) en el dia 7, 9, 14 y 16 y doxorubicina 10 mg/kg en el dia 10 y 17. Se
sacrificaron los ratones en el dia 22. Se registré el peso corporal y el volumen tumoral. Se obtuvo el volumen tumoral
en serie mediante mediciones del diametro bidimensionales con calibres, usando la férmula 0,4 (a x bz) en la que “@”
era el diametro tumoral mayor y “b” el diametro perpendicular menor. Se realizé este experimento para verificar si los
MCT no exacerban o protegen las células cancerosas en vez de las células inmunitarias. La figura 10 representa el
efecto quimioprotector y la eficacia antitumoral de MCT en combinacidon con una concentracion subterapéutica de
doxorubicina en el modelo de melanoma B16F10. MCT induce una reduccion débil (T/C de aproximadamente el
20%) del volumen tumoral cercano a la concentracién subterapéutica de doxorubicina (reduccién de
aproximadamente el 25% de T/C) cuando se usa sola. Se observa un efecto aditivo cuando se usa MCT en
combinacion con doxorubicina (T/C de aproximadamente el 45 al 50%). Estos resultados indican que es posible
lograr la actividad terapéutica cuando se combina MCT con una concentracion subterapéutica de farmacos
citotdxicos.

Ejemplo 22: Actividad antitumoral

Se originé el tumor singénico DMBA3 (DA-3, modelo de carcinoma de mama) a partir de una lesion preneoplasica
tratada con 7,12-dimetilbenzantraceno en ratones BALB/c hembra. Se hicieron crecer células DA-3 como cultivos en
monocapa en frascos de plastico en RPMI-1640 que contenia aminoacidos no esenciales 0,1 mM, piruvato de sodio
0,1 uM, L-glutamina 2 mM y sulfato de gentamicina 100 pg/ml. Se complementé adicionalmente esto con 2-
mercaptoetanol 50 uM y suero bovino fetal al 10%. Se hicieron pases en serie de los tumores DA-3 in vivo mediante
inoculacion s.c. de 5x10° células tumorales viables para producir tumores localizados en ratones BALB/c de 6 a 8
semanas de edad. Entonces se monitorizaron en serie los animales mediante palpacion manual para detectar
pruebas de tumor. Se obtuvo el volumen tumoral en serie mediante mediciones del diametro bidimensionales con
calibres, usando la férmula 0,4 (a x b2) en la que “a” era el diametro tumoral mayor y “b” el diametro perpendicular
menor. Los tumores eran palpables, en general, 7-10 dias tras la inoculaciéon. Se usaron dos regimenes de
tratamiento para la evaluacion de la eficacia y proteccién antitumoral de MCT en combinacién con ciclofosfamida
(CY, 100 mg/kg) y taxotere (TX, 20 mg/kg) en el modelo de tumor DA-3. Se inyectaron a ratones BABL/c células
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tumorales en el dia 0. Se realiz6 el tratamiento con MCT por via v.0. en el dia 6, 7 y 8; dia 13, 14 y 15; dia 20, 21y
23 seguido por tratamiento con CY o TX administrados por via i.v. como inyeccién en bolo individual en el dia 9y 16.
Se monitorizaron los pesos corporales y los volimenes tumorales desde el dia 4 hasta el dia 23. En el dia 23, se
sacrificaron todos los animales. Se calcul6 el % de T/C (tratamiento con respecto a control) como la razén de
volimenes tumorales en la fecha de terminacion en el grupo de tratamiento divididos entre los respectivos
volimenes en el grupo control multiplicados por 100. Mediante los criterios de NCI, el producto se considera eficaz si
el % de T/C es < 40%. Se realiz6 este experimento para verificar si MCT no exacerbaba o protegia las células
cancerosas en vez de las células inmunitarias. La figura 11 muestra el efecto quimioprotector y la eficacia
antitumoral de MCT en combinacién con una concentracion subterapéutica de CY y TX en el modelo de carcinoma
de mama DA-3. MCT induce una reduccion débil (TC de aproximadamente el 18%) del volumen tumoral en
comparacién con el control. Cuando se usa MCT en combinacion con CY o TX, no se observa exacerbacion del
volumen tumoral. Sin embargo, cuando se usa en combinacion con CY, se observa una respuesta terapéutica (T/C =
39,4%). Estos resultados indican que puede lograrse actividad terapéutica cuando se combina MCT con una
concentracién subterapéutica de CY. Este efecto puede deberse a un aumento global en la eficacia de células
inmunitarias en animales tratados con MCT (figura 11 y tabla 12).

Tabla 12

Efecto de MCT sobre el volumen tumoral en combinacion con una concentracion subterapéutica de
ciclofosfamida (CY, 100 mg/kg) y taxotere (TX, 20 mg/kg)

Volumen tumoral Tratado/Control (%)
Control 58,8 £ 60,1
CcY 27,5+159 46,8
X 37,9+415 64,5
CY+MCT 23,2+13.1 39,4
TX+MCT 38,8+ 31,0 66,1
MCT 48,5+ 35,2 82,5

Ejemplo 23: Actividad antitumoral

Se evaluaron la eficacia antitumoral y quimioproteccién mediante el protocolo descrito en el ejemplo 30, con la
excepcion de que se usé una concentracion terapéutica de farmacos citotoxicos (ciclofosfamida, 200 mg/kg;
taxotere, 30 mg/kg). Se realizd este experimento para verificar si MCT no exacerbaba o protegia las células
cancerosas en vez de las células inmunitarias. La figura 12 muestra el efecto quimioprotector y la eficacia
antitumoral de MCT en combinacioén con la concentracién terapéutica de CY y TX en el modelo de carcinoma de
mama DA-3. MCT induce una reduccion débil del volumen tumoral en comparaciéon con el control. Cuando se usa
MCT en combinaciéon con CY o TX, no se observa exacerbacion del volumen tumoral. Cuando se tratan con CY o
CY+MCT, se observa una reduccion significativa del volumen tumoral. Ademas, se logra una respuesta significativa
en la reduccidon del volumen tumoral con el tratamiento de MCT en combinacién con TX (p < 0,0327) en comparacion
con TX solo, que no es significativa en comparacion con los ratones control (p = 0,1211) (tabla 13). Estos resultados
indican que puede lograrse una actividad terapéutica cuando se combina MCT con una concentracion terapéutica no
significativa de TX. Este efecto puede deberse a un aumento global en la eficacia de células inmunitarias en
animales tratados con MCT.

Tabla 13
Efecto de MCT sobre el volumen tumoral en combinacién con una concentracion terapéutica de
ciclofosfamida (CY, 200 mg/kg) y taxotere (TX, 30 mg/kg)
Tratamiento T/C (%) P/Control P/ICY P/TX
Control
MCT 0,4299
CcY 18,8 0,0337
CY-MCT 22,1 0,0022 0,2928
TX 64,7 0,1211
TX-MCT 46,7 0,0327 0,5468
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula |
R,COO--*-

AY——

BO—
|
en la que:
Ay B son iguales o diferentes y son cada uno H o R1CO,
R; es alquilo C7 0 Co,
Y es O o NH;

para uso en el trasplante de médula 6sea o para uso en el tratamiento de un estado seleccionado de neutropenia,
heridas y mielosupresion originada por quimioterapia o radioterapia.

2. Compuesto segun la reivindicaciéon 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
mielosupresién originada por quimioterapia.

3. Compuesto segun la reivindicacién 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
mielosupresion originada por radioterapia.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
neutropenia crénica.

5. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es una
neutropenia transitoria.

6. Compuesto segun la reivindicaciébn 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
neutropenia originada por una enfermedad hematolégica.

7. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
neutropenia inducida por farmacos.

8. Compuesto segun la reivindicaciéon 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
neutropenia originada por una deficiencia nutricional.

9. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el estado es
neutropenia originada por una infeccion.

10. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el estado es
neutropenia originada por radioterapia.

11. Compuesto segun la reivindicacién 1 para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el estado es una
herida.

12. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para el trasplante de médula
Osea.

13. Compuesto segln la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que es
triglicérido de acido caprilico.

14. Compuesto segun la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que es
triglicérido de &cido caprico.

15. Mezcla de dos compuestos seguln la reivindicacion 1 para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
lal2,enlaque A=B=R;COYyR;es alquilo C7y Co, respectivamente.
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16. Mezcla segun la reivindicacién 15 para uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en la que R; es CH3(CH2)e- ¥y
CHj3(CHy)s- respectivamente.

17. Mezcla de compuestos para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende
cuatro isbmeros geomeétricos de triglicéridos de acidos grasos Cgy Cio descritos en la siguiente féormula:

el

L2 3 4

o n= 6 6 6 8
/(A)"'\rl:lo m= 6 6 8 B
p= 6 8 8§ 3

o}
/(’\)a\g';lo

18. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o mezcla segun cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17 para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el sujeto de la
administracion estd sometiéndose a administracion separada o simultdnea de un factor estimulante de colonias

humano.

19. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o mezcla segun una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17 para uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el factor estimulante de colonias es
G-CSF o GM-CSF.

20. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o mezcla segin una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17 para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el sujeto de la
administracion esta sometiéndose a administracion simultanea de una citocina humana.

21. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o mezcla segun una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17 para uso de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que la citocina es interleucina 2 o

interleucina 15.
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Efecto de MCT sobre la supervivencia de neutréfilos humanos
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Efecto de doxorubicina sobre la apoptosis de neutréfilos
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Efecto de MCT sobre la apoptosis de neutréfilos inducida por doxorubicina
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Efecto de MCT sobre el recuento de células de
médula dsea en animales inmunosuprimidos
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Efecto de MCT y GM-CSF sobre el peso del timo
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Efecto de MCT, caprilato de sodio y caprato de sodio sobre
el recuento de células de médula 6sea en animales inmunosuprimidos
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Efecto guimioprotector y eficacia antitumoral de MCT en combinacién con
concentracion subterapéutica de doxorubicina (Dox, 10mg/kg)
{modelo de melanoma B16F10)
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Efecto quimioprotector y eficacia antitumoral de MCT en combinacién
con concentracion terapéutica de ciclofosfamida (CY, 200 mg/kg) o taxotere
(TX, 30 mg/kg) en modelo de carcinoma de mama, DA-3

750
—&— Contral
65,0 ——CY
-~ —h—TX
E ss0 ~3—CY + MCT|
= —&—TX +MCT
E“-‘“' —8— MCT
2
c 350 1
]
E
= 250
o
>
150

*El grupo de CY + MCT es significativo (p = 0,0162) en comparacién con N.B. control,
Las flechas indican los dias (9 y 16) de tratamiento con farmaco citotoxico
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