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DESCRIPCION
Derivados de cromano, medicamentos y uso terapéutico
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a ciertos nuevos derivados de cromano y a composiciones que los contienen, para
usarlas como agentes terapéuticos particularmente como agentes anti-cancer y como agentes quimioterapéuticos
selectivos.

Antecedentes de la invencion

Se conocen mas de 700 isoflavonas diferentes presentes en la naturaleza, algunas de las cuales tienen propiedades
bioldgicas con potencial beneficio terapéutico.

La patente de Estados Unidos N° 5.726.202 describe genéricamente ciertos compuestos de isoflavano,
particularmente 3,4-diarilcromano y centcromano para el tratamiento de la hipertrofia prostatica benigna.

El documento WO 01/17986 también describe ciertos compuestos de isoflavano.

El documento WO 03/063859 describe el uso farmacéutico de moduladores del receptor de estrégeno selectivos
(SERMSs) para el tratamiento o prevencion de enfermedades asociadas con una elevada degradacion del cartilago.

El documento WO 99/65893 describe un derivado de benzopirano o tiobenzopirano que tiene actividad anti-
estrogénica.

Bury et al. (Bioorg Med Chem, 2002, 10(1):125-45) se refieren a la sintesis y evaluacion farmacolégica de cis-3,4-
diaril-hidroxicromanos como agonistas parciales de elevada afinidad para el receptor de estrégeno.

Bezuidenhoudt et al. (J Chem Soc, Perkin Trans 1, 1984, 2767-2778) describen la sintesis de oligoméros
isoflavonoides utilizando un pterocarpano como electrdfilo inicial.

Compendio de la invencién

Sorprendentemente, los autores de la presente invencion han encontrado un nuevo grupo de compuestos de la
férmula general (I) que presentan importantes actividades terapéuticas incluyendo una fuerte actividad anti-cancer,
selectividad quimioterapéutica y radiosensibilizacién de los canceres.

Por lo tanto seguin un aspecto de la presente invencion se proporciona un compuesto para usar como medicamento,
estando el compuesto representado por la férmula general (1):

Rg

o

R4O

en la que
R1 es alquilo,

R2 y Rs son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi, con la excepcion de que Rz y Rz no son ambos
hidrégeno,

R4, Rs y Rg son independientemente hidrégeno, hidroxi, alcoxi o alquilo, y
Ry es hidrégeno,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Por consiguiente, en otro aspecto de la invencién se proporciona un compuesto para usar como medicamento,
estando el compuesto representado por la formula (I-a):
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(I-a)

en la que
R1 es alquilo,

R2 y Rs son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi, con la excepcidon de que Rz y Rs no son ambos
5 hidrégeno,

R4, Rs y Rg son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segun otro aspecto de la presente descripcion se proporciona un procedimiento para la preparacion de un
compuesto de la férmula (I) que comprende la etapa de hacer reaccionar el grupo ceto de un compuesto de la
10  formula (ll):

R{O

o el analogo del mismo que incluye un sustituyente que corresponde a Rg en los compuestos de la formula (1)
en donde
R+, es alquilo o un grupo protector tal como Si(R10)3,

15 R2 y R3 son independientemente hidrogeno, alcoxi o OSi(R1¢)s, con la excepcién de que Rz y Rz no son ambos
hidrégeno, y

R1o es independientemente alquilo o arilo,
con un agente arilante W-M+,
en donde
20 W™ es un radical arilo opcionalmente sustituido, y
M" es uno o més contraiones, preferiblemente [MgBr]",

para formar el alcohol terciario intermedio de la féormula (l11):

RO

(111)
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o un derivado protegido del mismo o una de sus sales (0 uno de sus analogos incluyendo un sustituyente que
corresponde a Ry en los compuestos de la férmula (1)) y que se deshidrata para formar un compuesto de la formula
(IV):

RO

)

(o uno de sus analogos incluyendo un sustituyente que corresponde a Ry en los compuestos de la féormula (1)) cuyo
doble enlace se reduce posteriormente, por ejemplo, por hidrogenacién y opcionalmente se desprotege para formar
un compuesto de la formula (1).

Por lo tanto, segun otro aspecto de la presente invencion se proporciona un compuesto de formula (I) o de formula
(I-a) para usar como medicamento en terapia, particularmente en quimioterapia y/o como un agente
radiosensibilizante o quimiosensibilizante.

Segun otro aspecto de la presente invencion se proporciona el uso de uno o mas compuestos de la féormula (1) o de
férmula (I-a) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento prevencién o mejora de una enfermedad o trastorno, opcionalmente asociado con un vehiculo y/o un
excipiente.

Segun otro aspecto de la presente descripcion se proporciona un agente para uso en el tratamiento, profilaxis o
mejoria de una enfermedad o trastorno, cuyo agente comprende uno o mas compuestos de férmula (I) o de formula
(I-a) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segun otro aspecto de la presente invenciéon se proporciona una composicion farmacéutica para usar como
medicamento que comprende uno o mas compuestos de formula (I) o de férmula (l-a) o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables en asociacién con uno o mas vehiculos, excipientes, sustancias auxiliares y/o
diluyentes farmacéuticos.

Estos y otros aspectos de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y reivindicaciones que siguen, junto
con los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 representa una comparacion de la toxicidad de deshidroequol (DHE, grafico A), 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-
metoxifenil)croman-7-ol (HMC, compuesto 1, grafico B) y cisplatino (grafico C), en los fibroblastos de prepucio
neonatal.

La Fig. 2 representa la eficacia de HMC en las células de melanoma en comparacién con el cisplatino.

La Fig. 3 representa un perfil farmacocinético de las formas libre y total de HMC (A) y DHE (B) después de
administracion p.o. (peri oral) a ratones BALB/c (50 mg/kg).

La Fig. 4 representa una comparacion del perfil farmacocinético de la concentracion de HMC en suero después de
administracion i.v. (intravenosamente) y de administracion i.p. (intraperitonealmente) de HMC formulado en
hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD) al 20%, en una dosis de 50 mg/kg.

La Fig. 5 representa datos comparativos del volumen medio del tumor tomados de ratones desnudos que tienen
tumores cancerosos pancreaticos HPAC tratados o con HPBCD al 20% administrado i.p .(control vehiculo, qdx15) o
con HMC (100 mg/kg, qdx15). Los datos se representan como la media + SEM*, prueba T de student, p<0,01.

La Fig. 6 representa datos comparativos de la masa media terminal del tumor tomados de ratones desnudos que
tienen tumores cancerosos pancreaticos HPAC tratados o con HPBCD al 20% administrado i.p (control vehiculo,
qdx15) o con HMC (100 mg/kg, qdx15). Los datos se representan como la media + SEM*, prueba T de student,
p<0,01.

La Fig. 7 representa datos comparativos de la masa media terminal del tumor tomados de ratones desnudos que
tienen tumores cancerosos pancreaticos HPAC tratados o con HPBCD al 20% administrado i.p (control vehiculo,
qdx15) o con HMC (100 mg/kg, qdx15). Los datos se representan como la media + SEM*, prueba T de student,
p<0,01.
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La Fig. 8 representa un resumen de la incidencia de apoptosis en células de melanoma tratado con DHE y HMC
durante un periodo de 24 y 48 horas.

La Fig. 9 representa la iniciacion selectiva de la muerte celular programada en células de melanoma maligno (Mel-
RM y Me4405) tratado con HMC y DHE. La misma concentracion de DHE y HMC y los mismos tiempos de
exposicion no inducen la apoptosis en los fibroblastos normales (MRC-5).

La Fig. 10 representa un analisis 3D de los datos de citotoxicidad por sinergia de HMC-cisplatino en la linea celular
MM200 de melanoma. Las combinaciones de HMC-cisplatino se evaluaron utilizando un protocolo de combinacion
de 5 dias (Fig. 10A), o una secuencia de 24 h de HMC—anti-cancer (Fig. 10B). Para cada experimento de
combinacién se evalué el HMC a 10, 5, 2 y 1 yM. Véase la Tabla 8 para los datos originales.

La Fig. 11 representa el porcentaje de inhibicion de TNFa en macrofagos murinos por los compuestos 6 y 7.
La Fig. 12 representa el espectro de 'H NMR de 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-hidroxifenil)croman-7-ol.
Descripcion detallada de la invencién

Los autores de la presente invencion han encontrado que una clase de derivados de isoflavano de la férmula general
() presentan propiedades bioldgicas y farmacéuticas sorprendentes e inesperadas.

Se cree que los compuestos de la férmula (1) de la invencion tienen perfiles de toxicidad favorables con las células
normales y una buena biodisponibilidad. Sorprendentemente los compuestos de la invencion para usar como
medicamentos presentan una actividad anti-cancer, significativamente mejor o al menos comparable a los
tratamientos de cancer conocidos.

Los compuestos de la férmula (1) son citostaticos y citotdxicos frente a una amplia variedad de células cancerosas de
origen humano y animal. Por células cancerosas, se entiende células que presentan caracteristicas malignas y que
se distinguen de las células no cancerosas por un crecimiento desregulado y un comportamiento que usualmente a
la larga es potencialmente mortal a menos que se traten de forma satisfactoria.

Las células cancerosas que se ha encontrado que son sensibles a los compuestos de la formula (I) son de origen
epitelial (por ejemplo, células de cancer de prostata, de ovario, de cuello uterino, de mama, de vesicula biliar,
pancreatico, colorrectal, renal, y células de cancer de pulmon no pequeiias), de origen mesenquimal (por ejemplo,
células cancerosas de melanoma, de mesotelioma y de sarcoma), y de origen neural (por ejemplo células
cancerosas de glioma). Es muy inusual y sorprendente encontrar un grupo relacionado de compuestos que
presenten una citotoxicidad tan potente frente a las células cancerosas, pero con baja toxicidad frente a las células
no cancerosas tales como los queratinocitos derivados del prepucio humano. Esta selectividad para las células
cancerosas es muy inusual e inesperada.

De forma ventajosa los compuestos de la formula (l) presentan citotoxicidad frente a células cancerosas que son
bien reconocidas por ser muy poco sensibles a los farmacos anti-cancer convencionales. Es muy inusual e
inesperado encontrar una actividad tan potente frente a canceres, por ejemplo, colangiocarcinoma, adenocarcinoma
pancreatico y melanoma.

De forma ventajosa los compuestos de la férmula (I) también presentan de forma inesperada una capacidad para
hacer sensibles a la radiacion a las células cancerosas, por lo que se considera que estos compuestos o reducen la
cantidad de irradiacién gamma que se requiere para destruir las células, o convierten las células cancerosas de un
estado de radio-resistencia a un estado de radio-sensibilidad.

Adicionalmente los compuestos de la formula (I) se cree que poseen actividad quimio-sensibilizante, esto es
aumentan la citotoxicidad de los agentes quimioterapéuticos, especialmente para las células cancerosas, y/o
convierten las células cancerosas de un estado de quimio-resistencia a un estado de quimio-sensibilidad.

Los compuestos de la invencion para usar como medicamento pueden proporcionar también propiedades quimio y/o
radio-protectoras para las células no cancerosas. Esto tiene implicaciones terapéuticas importantes porque los
efectos secundarios traumaticos de la quimioterapia y radioterapia son causados por la toxicidad de los tratamientos
tradicionales para las células no cancerosas.

Las propiedades descritas antes ofrecen ventajas clinicas significativas.

Las propiedades radio-protectoras y/o quimio-protectoras de los compuestos de la invencidon para usar como
medicamento se pueden emplear para proteger a los individuos sanos de los efectos de la radiaciéon y/o de las
toxinas quimicas, o para reducir los efectos de las mismas.
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Por lo tanto, la invencion proporciona también compuestos de féormula (l) para usar como medicamento, donde el
medicamento es para el tratamiento de pacientes con cancer ya sea reduciendo la velocidad de crecimiento de tales
tumores o reduciendo el tamafio de tales tumores mediante terapia con dichos compuestos solos, y/o en
combinacién uno con otro, y/o en combinacién con otros agentes anti-cancer, y/o en combinacién con radioterapia.

Los compuestos de la presente invencién para usar como medicamento solos o en terapia de combinaciéon como se
ha descrito antes, puede reducir los efectos secundarios adversos experimentados a menudo por los pacientes
cuando son tratados con tratamientos anti-cancer convencionales. El uso de los compuestos de la invencion puede
significar que se puedan emplear en dicho tratamiento dosis mas bajas lo que representa un importante avance para
quienes padecen cancer.

Preferiblemente R3 en los compuestos de la formula (1) esta en la posicion 3.
Preferiblemente en los compuestos de la formula (I-a):
R1 es alquilo C14, 0

R2 y Rs son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi C14, con la condicién de que Rz y Rz no son ambos
hidrégeno, y

R4, Rs y Rg son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
Mas preferiblemente en los compuestos de la formula (I-a):

R1 es metilo, etilo, propilo o isopropilo,

R2 y Rs son independientemente hidrogeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi, con la excepcion de que
R2 y R3 no son ambos hidrégeno, y

R4 es hidrégeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi, y
Rs y Rs son independientemente hidrégeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos particulares preferidos de la formula (I-a) tienen los siguientes sustituyentes donde:
R es metilo,

R2 y R3 son independientemente hidrégeno, hidroxi o metoxi, con la excepcién de que R2 y Rs no son ambos
hidrégeno,

R4 y Rs son independientemente hidrogeno, hidroxi o metoxi, y
Rs es hidrégeno,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

La invencion se extiende también a los compuestos de la formula (I-b):

R40
(1-b)

en la que:

R1 representa es alquilo C1.6, mas preferiblemente metilo,
6
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R2 representa hidrégeno, hidroxi o alcoxi C4¢ tal como metoxi, etoxi, propoxi, mas preferiblemente hidroxi o
metoxi, especialmente hidroxi.

R3 representa hidrégeno, hidroxi, alcoxi Ci.¢ tal como metoxi, etoxi, propoxi, mas preferiblemente hidrégeno o
metoxi, especialmente hidrogeno, con la condicion de que Rz y R3 no representan ambos hidrégeno,

Rs representa hidrogeno, alcoxi Cis, alquilo Cis, especialmente hidrégeno, metoxi, hidroxi, particularmente
hidrégeno,

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
Los compuestos preferidos de la invencion incluyen los de la férmula general (I-c):
RrR4O

(I<)

en la que:
R1 es alquilo C1., tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, secbutilo, butilo terciario,
Rz es hidroxi o alcoxi C1.¢ tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, secbutoxi, butoxi terciario, y
R4 es hidroxi o alcoxi C1. tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, secbutoxi, butoxi terciario

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Mas preferiblemente en los compuestos de la formula (I-c) Rz es hidroxi o metoxi, especialmente hidroxi.

Mas preferiblemente en los compuestos de la férmula (I-b) o de la férmula (I-c) R4 es hidroxi o metoxi, especialmente
metoxi.

Un compuesto preferido de formula (I-a) es 3-(4-metoxifenil)-4-(4-metoxifenil)-7-metoxicroman (Comp. 6).
También se describen:

3-(4-hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)croman-7-ol (HMC; Comp. 1);
3-(4-hidroxifenil)-4-fenilcroman-7-ol (Comp. 2);
3-(4-hidroxifenil}4-(3-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 3);
3-(3,4-dimetoxifenil)-4-(4-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 4);
3-(4-hidroxifenil)-4-(4-metilfenil)croman-7-ol (Comp. 5);
3-(4-hidroxifenil)4-(2,6-dimetoxi-4-hidroxifenil)croman-7-ol (Comp. 7);
3-(4-hidroxifenil)-4-(2-hidroxifenil)croman-7-ol (Comp. 8);
3-(4-hidroxifenil)-4-(3-acil-2-hidroxi-4-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 9);
3-(3-hidroxifenil)-4-(3-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 10);
3-(4-hidroxifenil)-4-(4-hidroxifenil)croman-7-ol (HHC; Comp. 11);
3-(4-bromofenil)-4-(4-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 12);

3-(4-hidroxifenil)-4-(3-metoxifenil)croman-7-ol (Comp. 13);
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3-(4-hidroxifenil)-4-(3-aminofenil)croman-7-ol (Comp. 14);
3-(4-hidroxifenil)-4-(4-fenoxifenil)croman-7-ol (Comp 15);

3-(3,4-dimetoxifenil)-4-(4-metoxifenil)-8-metilcroman-7-ol (Comp.16).
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(12)

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de férmula (I) incluyen dos centros quirales. La presente invencion incluye todos los enantiomeros y
diastereoisémeros asi como sus mezclas en todas las proporciones. La invencién se extiende también a los
enantidomeros aislados o pares de enantiomeros. Los métodos de separacion de enantidmeros y diastereoisomeros
son bien conocidos por las personas expertas en la técnica.
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Sera evidente para las personas expertas en la técnica que en los compuestos de la formula (I) los sustituyentes
arilo sobre el anillo heterociclico puede ser cis o trans uno con respecto a otro. Preferiblemente en los compuestos
de la formula (1) estos sustituyentes seran cis.

Un compuesto particularmente preferido es el isémero cis del compuesto n° (1), HMC:

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
Asimismo, son compuestos particularmente preferidos los compuestos numeros (2) a (16) en la conformacion cis.

Los compuestos de las formulas (Ill) y (IV) son intermedios como se expone en esta memoria. Cada intermedio
correspondiente de isoflavan-4-ol e isoflavan-3-eno de los compuestos ndmeros (1) a (16) son también compuestos
preferidos.

W en los compuestos de la formula (Ill) y (IV) puede representar, por ejemplo, los siguientes radicales:

Ra At
(v-1) (V-2)
Rs Rs RE
R4 R4
O AR
Rﬁ RE Rs
(V-3) (V-4)
Rs
R4 Ry

o uno de sus derivados protegidos, en donde R4, Rs y Rg son como se han definido antes para los compuestos de la
férmula (1).

El término “isoflavona” como se usa aqui se debe considerar ampliamente para incluir isoflavonas, isoflavenos,
isoflavanos, isoflavanonas, isoflavanoles y similares.

El término “alquilo” se considera que incluye los grupos alquilo saturados de cadena lineal y de cadena ramificada de
1 a 6 atomos de carbono, tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, secbutilo, butilo terciario,
pentilo y similares. El grupo alquilo mas preferido contiene preferiblemente de 1 a 4 atomos de carbono,
especialmente metilo, etilo, propilo o isopropilo.

Cicloalquilo incluye cicloalquilo Cs.¢ tal como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

El término “arilo” se considera que incluye fenilo, bencilo, bifenilo y naftilo y puede estar opcionalmente sustituido
con uno o mas alquilo C4-C4, hidroxi, alcoxi C+4-C4, carbonilo, alcoxi C1-C4-carbonilo, alquil C4+-C4-carboniloxi, nitro o
halo.

10
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El término “halo” se considera que incluye fluoro, cloro, bromo y yodo, preferiblemente fluoro y cloro, mas
preferiblemente fluoro. La referencia, por ejemplo, a “haloalquilo” incluira grupos alquilo monohalogenados,
dihalogenados y hasta perhalogenados. Los grupos haloalquilo preferidos son trifluorometilo y pentafluoroetilo.

Los compuestos incluyen todas las sales, tales como sales de adicion de acido, sales aniénicas y sales
zwitteridnicas, y en particular incluyen las sales farmacéuticamente aceptables conocidas por los expertos en la
técnica El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a un resto organico o inorganico que lleva una carga
y que puede ser administrado en asociacion con un agente farmacéutico, por ejemplo, como un contra-cation o
contra-anién en una sal. Los cationes farmacéuticamente aceptables son conocidos por los expertos en la técnica, e
incluyen pero no se limitan a sodio, potasio, calcio, cinc y amina cuaternaria. Los aniones farmacéuticamente
aceptables son conocidos por los expertos en la técnica, e incluyen pero no se limitan a cloruro, acetato, tosilato,
citrato, bicarbonato y carbonato.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas a partir de: acido acético, ascorbico, aspartico,
benzoico, bencenosulfénico, citrico, cinamico, etanosulfonico, fumarico, glutamico, glutarico, glucénico, clorhidrico,
bromhidrico, lactico, maleico, malico, metanosulféonico, naftoico, hidroxinaftoico, naftalensulfénico,
naftalendisulfénico, naftalenacrilico, oleico, oxalico, oxaloacético, fosférico, pirdvico, p-toluensulfénico, tartarico,
trifluoroacético, trifenilacético, tricarbalilico, salicilico, sulfurico, sulfamico, sulfanilico y succinico.

El término “derivado farmacéuticamente aceptable” o “profarmaco” se refiere a un derivado del compuesto activo que
después de administracion al receptor es capaz de proporcionar directa o indirectamente, el compuesto parental o
metabolito, o que presenta actividad por si mismo e incluye por ejemplo derivados fosfatos y derivados sulfonatos.
Por lo tanto, los derivados incluyen solvatos, ésteres farmacéuticamente activos, profarmacos o similares. Esto
incluye también derivados con grupos salientes fisiolégicamente escindibles que se pueden escindir in vivo para dar
los compuestos o su resto activo. Los grupos salientes pueden incluir acilo, fosfato, sulfato, sulfonato, y
preferiblemente son compuestos mono, di- y per-aciloxi-sustituidos, donde uno o mas de los grupos hidroxi
pendientes estan protegidos por un grupo acilo, preferiblemente un grupo acetilo. Tipicamente los compuestos
sustituidos con aciloxi son facilmente escindibles hasta los correspondientes compuestos sustituidos con hidroxi.

Cuando sea apropiado, se puede usar la proteccion de grupos quimicos funcionales, la desproteccion, sintones y
otras técnicas conocidas por los expertos en la técnica para ayudar en la sintesis de los compuestos y sus
materiales de partida.

La proteccion de grupos funcionales de los compuestos y derivados se puede realizar por métodos bien establecidos
en la técnica, por ejemplo como se describe en T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley &
Sons, New York, 1981.

Los grupos protectores de hidroxilo incluyen pero no se limitan a ésteres de acido carboxilico, p.ej. ésteres acetato,
ésteres de arilo tales como benzoato, acetales/cetales tales como aceténido y bencilideno, éteres tales como éter o-
bencilico y p-metoxibencilico, éter de tetrahidropiranilo y éteres de sililo tales como t-butildimetil-silil-éter.

Los grupos protectores se pueden separar, por ejemplo, por hidrélisis o reduccion catalizada por acido o base, por
ejemplo, hidrogenacion. Los éteres de sililo pueden requerir fluoruro de hidrégeno o fluoruro de tetrabutilamonio para
ser escindidos.

Estara claro para los expertos en la técnica de la quimica médica que los compuestos de la férmula (1) se pueden
convertir en otros compuestos de la formula (1), por ejemplo, cuando un compuesto de la férmula (l) lleva uno o mas
sustituyentes hidroxilo entonces uno o mas de estos sustituyentes se puede convertir en un sustituyente halo tal
como bromo, cloro o yodo tratando el alcohol con un agente halogenante. Los agentes halogenantes incluyen
compuestos como NBS, acido bromhidrico, cloro gas etc. Puede ser necesario durante procesos tales como
halogenacién utilizar grupos protectores para proteger otras funcionalidades en la molécula.

Los hidroxilos tipo fendlico pueden no ser facilmente convertibles en el correspondiente compuesto halégeno por
tratamiento con un agente halogenante. Sin embargo, el compuesto halégeno deseado se puede preparar, por
ejemplo, tratando un material de partida de arilamina apropiado con NaNO; en presencia de HCI en condiciones de
temperatura reducida tal como 0 °C, para formar la correspondiente sal azida. Se puede usar el tratamiento posterior
con CuCl, CuBr, Kl o HBF4 para convertir la azida en el halo-compuesto requerido.

Un procedimiento general para preparar los compuestos de la formula (I) comprende la etapa de tratar un
compuesto de la formula (1V):
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av)

en la que Ry, Ry, R3 y W son como se han definido antes en relaciéon a los compuestos de la formula (Il), con un
agente reductor para proporcionar un compuesto de la férmula (I) o un derivado protegido del mismo.

Los agentes reductores son bien conocidos por los expertos en la técnica y pueden incluir fuentes de hidruros tales
como borohidruros y borohidruros de metales alcalinos, pero deben incluir hidrogeno en la hidrogenacion catalitica
donde se puede usar un catalizador adecuado tal como paladio sobre carbono. Otras fuentes de hidruros adecuadas
incluyen triacetoxiborohidruro de sodio, triacetoxiborohidruro de tetrabutil-amonio y cianoborohidruro de sodio.

Preferiblemente el doble enlace de los compuestos de la férmula (V) se reduce por hidrogenacion.

Los compuestos de la formula (IV) se preparan deshidratando un compuesto de la férmula (l11):
R40O

(11D

en la que Ry, Rz, Rz y W son como se han definido antes, en relacién a los compuestos de la formula (ll) o un
derivado protegido de los mismos.

La deshidratacion se puede catalizar, por ejemplo, por un acido, por una base o se puede facilitar por conversion del
alcohol terciario en un grupo saliente mejor, como es conocido por los expertos en la técnica.

Preferiblemente los compuestos de la formula (Ill) se deshidratan, por ejemplo, por tratamiento con acido para-
toluensulfénico.

Los compuestos de la formula (Ill) se pueden preparar tratando los compuestos de la féormula (l1):
RO Q

(I

en la que R4, Rz, R3 son como se han definido antes para los compuestos de la férmula (II) o un derivado protegido
de los mismos con un agente arilante, por ejemplo, un compuesto de la férmula W"M* en la que W™ es un radical
arilo opcionalmente sustituido y M* es uno o mas contraiones, preferiblemente [MgBr]".

El agente arilante W"M" se puede preparar por quimica de Grignard donde el compuesto haloarilo (V):
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o un derivado protegido del mismo, en donde

R4, Rs y Rs son independientemente hidrégeno, alcoxi, alquilo, acilo, OC(O)Ry, un hidroxi protegido tal como
OSi(R10)3 0 un amino protegido tal como haluro de trimetilsililamino-fenilo, y

R10 es independientemente alquilo o arilo, y
X es halo, preferiblemente bromo,
se hace reaccionar con un metal tal como magnesio para formar el agente arilante.

Preferiblemente el compuesto haloarilo (V) se selecciona de:

X x X
Rs Rs Rg

Rs Vo ™S Ry (VB) Vel
Rq Rs

en donde R4, Rs, Rg y X son como se han definido antes para los compuestos de la férmula (V).

La reaccion del agente arilante con la cetona de la formula (1) proporciona acceso a los correspondientes isoflavan-
4-oles (lll), isoflav-3-enos (IV) e isoflavanos (1).

Alternativamente, los compuestos de la formula (lll) se pueden preparar haciendo reaccionar los compuestos de la
férmula (I1) con un compuesto analogo a los compuestos de la formula (V) en donde X representa cualquier grupo
saliente L apropiado que se pierde en la formacién del producto por adicidon nucledfila del resto arilo a una cetona
mediante reacciones bien conocidas por los expertos en la técnica.

Preferiblemente cualquiera de los alcoholes libres, ésteres u otros grupos reactivos de este tipo en los compuestos
ceto de la formula (1) seran protegidos, por ejemplo, como éteres t-butildimetilsililicos durante la reaccion de adiciéon
nucledfila.

Los compuestos de la formula (ll) se pueden preparar reduciendo cualquier doble enlace de los compuestos de la
férmula (VI):

R0

(VL

o un derivado protegido de los mismos, en donde R4, Rz y R3 son como se han definido antes, para los compuestos
de la férmula (11).

Los agentes reductores apropiados se han descrito antes. Preferiblemente la reduccion del doble enlace carbono-
carbono se puede efectuar, por ejemplo, por hidrogenacion.

El acceso a los compuestos de la formula general (V1) se puede obtener por métodos generales sintéticos como se

indica en el Esquema 1 que sigue y como se describe en la Solicitud internacional publicada N° WO01/17986. En el
Esquema 1 se representa una sintesis tipica.
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R(O OH
" BF3/Et,0
O oy
o R 70°C

R40 OH
(V1)
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- 3 DMF '_H:g
Ra

Esquema 1

El acceso a los diferentes cromanos sustituidos con 3-fenilo se puede obtener variando el modelo de sustitucion
sobre el grupo derivado de acido fenilacético.

El acceso a los diferentes cromanos sustituidos con 4-fenilo se puede obtener variando el modelo de sustitucion del
agente arilante (V).

Se pueden utilizar analogos de los compuestos empleados en los procedimientos que incluyen un sustituyente que
corresponde a Ry como se ha definido para los compuestos de la formula (1).

” o« » o«

Como se usan aqui, los términos “tratamiento”, “profilaxis” o “prevencion”, “mejoria” y similares se deben considerar
en su contexto mas amplio. En particular, el término “tratamiento” no implica necesariamente que un animal sea
tratado hasta recuperacion total. Por consiguiente, “tratamiento” incluye la mejoria de los sintomas o la gravedad de
una condicion patolégica particular o la prevencion o reduccion de otra manera del riesgo de desarrollar una
condicién patolodgica particular.

La cantidad de uno o mas compuestos de la formula (l) que se necesita en un tratamiento terapéutico dependera de
una serie de factores, que incluyen la aplicacion especifica, la naturaleza del compuesto particular usado, la
enfermedad a tratar, el modo de administracion y la condicion del paciente.

Los compuestos de la formula (I) se pueden administrar de una manera y en una cantidad como se practica
convencionalmente. Véase, por ejemplo, Goodman and Gilman, “The pharmacological basis of therapeutics”, 7th
Edition, (1985). La dosis especifica utilizada dependera de la enfermedad a tratar, del estado del sujeto, de la via de
administracion y de otros factores bien conocidos como se han indicado antes. En general, una dosis diaria por
paciente puede estar en el intervalo de 0,1 mg a 5 g; tipicamente de 0,5 mg a 1 g; preferiblemente de 50 mg a 200
mg. La dosificacion puede variar desde una dosis Unica dada una vez al dia o cada dos dias, a dosis dadas dos o
tres veces al dia a lo largo de una semana a muchos meses hasta muchos afios segun necesidades, dependiendo
de la gravedad de la enfermedad a tratar o aliviar.

Se debera entender ademas que para un sujeto particular, se deben ajustar los regimenes posoldgicos especificos a
lo largo del tiempo segun necesidades individuales y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la
administracion de las composiciones.

Se pueden usar tratamientos relativamente a corto plazo con los compuestos activos para producir la estabilizacion
o reduccién o remision de los canceres. Se pueden emplear tratamientos a largo plazo para prevenir el desarrollo de
canceres en pacientes de alto riesgo.

La produccion de composiciones farmacéuticas para usar como medicamento en el tratamiento de las indicaciones
terapéuticas descritas en esta memoria se prepara tipicamente por mezcla de los compuestos (por conveniencia de
aqui en adelante denominados los “compuestos activos”) con uno o mas vehiculos y/o excipientes
farmacéuticamente o veterinariamente aceptables bien conocidos en la técnica.

Naturalmente, el vehiculo debe ser aceptable en el sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente de la
formulaciéon y no debe ser perjudicial para el sujeto. El vehiculo o excipiente puede ser un sélido o un liquido, o
ambos, y se formula preferiblemente con el compuesto como una dosis unitaria, por ejemplo, un comprimido, que
puede contener hasta 100% en peso del compuesto activo, preferiblemente de 0,5% a 59% en peso del compuesto
activo.
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Se pueden incorporar uno o mas compuestos activos en las formulaciones, que se pueden preparar por cualquiera
de las técnicas bien conocidas de farmacia que consisten esencialmente en mezclar los componentes, incluyendo
opcionalmente uno o mas ingredientes auxiliares. La concentracion preferida de compuesto activo en la composicion
del farmaco dependera de las velocidades de absorcion, distribucion, inactivacion, y excrecion del farmaco asi como
de otros factores conocidos por los expertos en la técnica.

La formulaciones incluyen las adecuadas para administracion oral, rectal, ocular, bucal (por ejemplo, sublingual),
parenteral (por ejemplo, subcutanea, intramuscular, intradérmica, o intravenosa), administracién transdérmica
incluyendo administracién mucosal por via nasal, bucal, vaginal o rectal, y como inhalantes, aunque la via mas
adecuada dado el caso dependera de la naturaleza y gravedad de la enfermedad a tratar y de la naturaleza del
particular compuesto activo que se utilice.

La formulacion adecuada para administracion oral se puede presentar en unidades discretas, tales como capsulas,
sobres, comprimidos para chupar, o comprimidos, conteniendo cada uno una cantidad predeterminada del
compuesto activo; como polvo o granulos; como una solucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso; o
como una emulsidon aceite-en-agua o agua-en-aceite. Dichas formulaciones se pueden preparar por cualquier
método apropiado de farmacia que incluye la etapa de poner en asociacion el compuesto activo y un vehiculo
adecuado (que puede contener uno o mas ingredientes auxiliares como se ha indicado antes).

En general, las formulaciones se preparan mezclando uniformemente e intimamente el compuesto activo con un
vehiculo liquido o un vehiculo sélido finamente dividido, 0 ambos, y después, si fuera necesario, dandole forma a la
mezcla resultante de tal modo que se obtenga una dosis unitaria. Por ejemplo, un comprimido se puede preparar
comprimiendo o moldeando un polvo o granulos que contienen el compuesto activo, opcionalmente con uno o mas
de otros ingredientes.

Los comprimidos por compresién se pueden preparar comprimiendo, en una maquina adecuada, el compuesto en
forma fluida, tal como un polvo o granulos opcionalmente mezclado con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte,
y/o agente o agentes tensioactivos/dispersantes. Los comprimidos moldeados se pueden preparar por moldeo, en
una maquina adecuada, del compuesto humedecido con un aglutinante liquido inerte.

Las formulaciones adecuadas para administracion bucal (sublingual) incluyen comprimidos para chupar que
comprenden el compuesto activo en una base aromatizada, usualmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto; y
pastillas que comprenden el compuesto en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga.

Las formulaciones adecuadas para administracion ocular incluyen liquidos, geles y cremas que comprenden el
compuesto activo en un vehiculo o diluyente ocularmente aceptable.

Las composiciones de la presente invencidon para usar como medicamento adecuadas para administracion
parenteral comprenden convenientemente preparaciones acuosas estériles de los compuestos activos, cuyas
preparaciones son preferiblemente isoténicas con la sangre del futuro receptor. Estas preparaciones se administran
preferiblemente intravenosamente, aunque también se puede efectuar la administracion por medios de inyeccion
subcutanea, intramuscular, o intradérmica. Tales preparaciones se pueden preparar convenientemente mezclando el
compuesto con agua o con un tampoén de glicina y haciendo la solucion resultante estéril e is6tonica con la sangre.
Las formulaciones inyectables generalmente contienen de 0,1% a 60% p/v de compuesto activo y se pueden
administrar a una velocidad de 0,1 ml/minuto/kg.

Las formulaciones para perfusién, por ejemplo, se pueden preparar empleando solucién salina como vehiculo y un
agente solubilizante tal como una ciclodextrina o derivado de la misma. Las ciclodextrinas incluyen a-ciclodextrina, -
ciclodextrina, y-ciclodextrina, dimetil-B-ciclodextrina, 2-hidroxietil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-ciclodextrina, 3-
hidroxipropil-B-ciclodextrina y tri-metil-B-ciclodextrina. Mas preferiblemente la ciclodextrina es hidroxipropil-B-
ciclodextrina. Los derivados adecuados de ciclodextrinas incluyen Captisol® un derivado sulfobutil-éter de
ciclodextrina y sus analogos como se describen en el documento US 5.134.127.

Las formulaciones adecuadas para administracion rectal se presentan preferiblemente como supositorios en dosis
unitarias. Las formulaciones adecuadas para administracion vaginal se presentan preferiblemente como pesarios en
dosis unitarias. Estos se pueden preparar mezclando el compuesto activo con uno o mas vehiculos sdlidos
convencionales, por ejemplo, manteca de cacao, y dando forma después a la mezcla resultante.

Las formulaciones o composiciones adecuadas para administracion tépica a la piel preferiblemente toman la forma
de una pomada, crema, locion, pasta, gel, pulverizacion, aerosol, o aceite. Los vehiculos que se pueden usar
incluyen vaselina, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes, y combinacion de dos o mas de ellos. El compuesto activo
generalmente esta presente a una concentracion de 0,1% a 5% p/p, mas particularmente de 0,5% a 2% p/p. Los
ejemplos de tales composiciones incluyen cremas cosméticas para la piel.
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Las formulaciones adecuadas para administracion transdérmica se pueden presentar como parches discretos
adaptados para permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de tiempo
prolongado. Dichos parches contienen adecuadamente el compuesto activo como una solucidbn acuosa
opcionalmente tamponada, por ejemplo, de concentracion 0,1 M a 0,2 M con respecto a dicho compuesto activo.
Véase por ejemplo Brown, L., et al. (1998).

Las formulaciones adecuadas para administracion transdérmica se pueden administrar también por iontoforesis
(véase, por ejemplo, Panchagnula R, et al.,, 2000) y tipicamente toman la forma de una solucién acuosa
opcionalmente tamponada del compuesto activo. Las formulaciones adecuadas comprenden tampoén de citrato o
tampon Bis/Tris (pH 6) o etanol/agua y contienen una concentracion 0,1 M a 0,2 M de ingrediente activo.

Las formulaciones adecuadas para inhalacién se pueden administrar como una composiciéon de pulverizacion en la
forma de una solucién, suspensién o emulsion. La composicién de pulverizacion para inhalaciéon puede comprender
ademas un propelente farmacéuticamente aceptable tal como diéxido de carbono u éxido nitroso o un fluorocarbono
que contiene hidrégeno tal como 1,1,1,2-tetrafluoroetano, 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoro-n-propano o sus mezclas.

Los compuestos activos se pueden proporcionar en la forma de productos alimenticios, de modo que sean afnadidos,
mezclados, recubiertos, combinados o afiadidos de otra manera a un producto alimenticio. El término producto
alimenticio se utiliza en su sentido mas amplio posible e incluye formulaciones liquidas tales como bebidas
incluyendo productos lacteos y otros alimentos, tales como barras energéticas, postres, etc. Las formulaciones de
alimentos que contienen los compuestos de la descripcion se pueden preparar faciimente segun practicas
convencionales.

Los métodos terapéuticos, usos y composiciones pueden ser para administracion a seres humanos o a animales,
incluyendo mamiferos tales como animales de compafia y domésticos (tales como perros y gatos) y animales de
cria (tales como ganado, ovejas, cerdos y cabras), aves (tales como pollos, pavos, patos), animales marinos
incluyendo los de piscifactorias (tales como pescado, crustaceos y moluscos) y similares.

El compuesto activo o los derivados profarmacos o sales del mismo farmacéuticamente aceptables se pueden co-
administrar también con otros materiales activos que no afecten a la accién deseada, o con materiales que
suplementen la acciéon deseada, tales como compuestos antibidticos, antifingicos, antiinflamatorios, o antivirales. El
agente activo puede comprender dos o mas isoflavonas o derivados de las mismas en combinacién o mezcla
sinérgica. Los compuestos activos se pueden administrar también con agentes reductores de lipidos tales como
probucol y acido nicotinico; inhibidores de la agregacion de plaquetas tales como aspirina; agentes antitromboticos
tales como coumadina; bloqueantes de los canales de calcio tales como verapamilo, diltiazem, y nifedipino;
inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (ACE) tales como captopril y enalapril, y B-bloqueantes tales
como propanolol, terbutalol, y labetalol. Los compuestos se pueden administrar también en combinacion con
antiinflamatorios no esteroideos tales como ibuprofeno, indometacina, aspirina, fenoprofeno, acido mefenamico,
acido flufenamico y sulindac. Los compuestos se pueden administrar también con corticosteroides o con un anti-
emeético tal como zofran®.

Los compuestos de la férmula (I) parece que son particularmente adecuados para co-administracion con uno o mas
farmacos anti-cancer tales como cisplatino, deshidroequol (DHE), taxol (paclitaxel), gemcitabina, doxorubicina,
topotecan y/o camptotecina, especialmente cisplatino, deshidroequol (DHE), taxol. Esto puede producir mejores
efectos en el tratamiento, por ejemplo en la forma de efectos sinérgicos, en comparacién a cuando se emplea
solamente uno de los medicamentos. Particularmente los compuestos de la descripcién, especialmente el HMC
(esto es, el compuesto 1) parece que son quimiosensibilizantes y aumentan la citotoxicidad de los uno o mas
farmacos anticancer co-administrados con ellos. Esto parece que ocurre aunque los farmacos anticancer actuan a
través de una variedad de diferentes mecanismos, por ejemplo se cree que el cisplatino actua interactuando con el
DNA nuclear, se cree que el taxol actua bloqueando las células en la fase G2/M del ciclo celular y evita que formen
un aparato mitético normal, se cree que la gemcitabina actia incorporandose en el DNA de la célula, evitando a la
larga la mitosis, se cree que la doxorubicina es un inhibidor de la topoisomerasa Il con lo que evita la replicacion y
transcripcion del DNA y se cree que el topotecan es un inhibidor de la topoisomerasa |.

De forma interesante, en algunas situaciones este aumento de la citotoxicidad para las células cancerosas no esta
asociado con un correspondiente aumento de la toxicidad para las células no cancerosas.

Aunque esta observacion tiene importantes implicaciones para el tratamiento de muchos canceres, es
especialmente importante para el tratamiento de canceres tales como el melanoma, que son extremadamente
dificiles de tratar.

La co-administracion puede ser simultanea o secuencial. La administracion simultanea se puede efectuar para los
compuestos que estan en la misma dosis unitaria, o en dosis unitarias individuales y discretas administradas al
mismo tiempo o tiempo similar. La administracion secuencial se puede hacer en cualquier orden segun necesidades
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y tipicamente requerira que esté en curso un efecto fisioldgico del primer agente activo o agente activo inicial cuando
se administre el segundo o Ultimo agente activo, especialmente cuando se desea un efecto acumulativo o sinérgico.

La descripcion se extiende también a un paquete que comprende la terapia de combinacion.

Los compuestos para uso en los métodos sintéticos preferidos de la presente descripcidon se pueden derivar de
muchas fuentes facilmente identificables por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la daidzeina esta faciimente
disponible o se puede sintetizar por métodos estandar conocidos en la técnica. Se pueden encontrar métodos
adecuados, por ejemplo, en las solicitudes publicadas de patentes internacionales WO 98/08503 y WO 00/49009, y
en las referencias citadas en ellas.

Los compuestos de las formulas generales (Il), (lll) y (IV) descritos antes, son intermedios en la produccion de los
compuestos de isoflavano activos de la formula (1).

Aunque sin querer restringirse con consideraciones teoricas los compuestos de la presente descripcion se cree que
regulan una amplia variedad de procesos de transduccion de sefiales dentro de las células animales y que estos
procesos de transduccién de sefiales estan implicados en un amplio intervalo de funciones que son vitales para la
supervivencia y funcion de todas las células animales. Por lo tanto, estos compuestos tienen amplios e importantes
beneficios en los animales incluyendo los seres humanos, y en particular tienen el potencial para evitar y tratar
enfermedades, trastornos y funciones humanas importantes y comunes, lo que representa un beneficio sustancial
inesperado.

Por lo tanto parece que los compuestos de la presente descripcion tienen actividad como inhibidores de TNFa. Se
plantea como hipétesis que el TNFa es parte de una red de citocinas estrechamente regulada, que activa multiples
rutas de transduccion de sefiales y que induce o suprime una amplia variedad de genes. EI TNFa puede
proporcionar una sefial de supervivencia para las células cancerosas y por lo tanto se ha considerado como un
factor favorecedor del tumor. Como un mediador central de inflamacién, el TNFa proporciona un enlace molecular
entre los estimulos inflamatorios cronicos y el subsiguiente desarrollo de la enfermedad tumoral maligna.
Consecuentemente su inhibicién por los compuestos de la descripcidon puede proporcionar un mecanismo por el cual
éstos ejercen una actividad anti-cancer y/o anti-inflamatoria. Alternativamente, estos compuestos se pueden usar
como agentes quimiopreventivos.

Los beneficios particulares de esta invencion se basan en (a) la gran variedad de procesos de transduccion de
sefiales a los que se dirigen los compuestos, (b) el hecho de que la regulacién de estos diferentes procesos incluye
tanto la regulacion por incremento de algunos procesos como la regulacidon por reduccion de otros, y (c) que este
efecto amplio y variado sobre los procesos de transduccion de sefiales va acompafiado también por un efecto
independiente sobre una variedad de importantes enzimas que son fundamentales para el metabolismo y la
esteroidogénesis.

Los compuestos de isoflavano de la presente descripcion presentan buenos perfiles de toxicidad in vitro frente a las
células normales. Los isoflavanos tienen amplia actividad, marcadamente mejor o al menos comparable con el
deshidroequol. Los isoflavanos son muy activos frente a células cancerosas representativas de leucemia, glioma,
cancer de prostata, de ovario, de mama y de pulmoén. Los compuestos isoflavanos presentan potente actividad frente
a las lineas celulares de melanoma y colangiocarcinoma (cancer de vesicula). Se ha observado una buena actividad
frente a las células del cancer colorrectal.

La radio-sensibilizacion in vivo se puede analizar por ejemplo empleando tumores A431 de carcinoma vulval
epidermoide humano establecidos en el muslo y sometidos a varias dosis de radiacion local (solamente a la pierna
con el tumor). Un tratamiento de radiacion con un régimen de 2,5 Gy/dia durante 4 dias retrasara el crecimiento del
tumor, y el efecto de la dosis de radiacion en combinacién con el compuesto de ensayo se podria evaluar haciendo
seguimiento del retraso de crecimiento del tumor. Se puede esperar un retraso de crecimiento del tumor de ~6 dias
utilizando solamente radiacion. Se puede determinar por separado el retraso de crecimiento del tumor utilizando el
compuesto de ensayo administrado oralmente. La evidencia de la radio-sensibilizacion mediada por el compuesto de
ensayo de los tumores A431 se determina entonces midiendo el retraso de crecimiento del tumor utilizando animales
pre-tratados con un régimen del compuesto de ensayo administrado oralmente seguido por el régimen convencional
de terapia de radiacién descrito antes. Un retraso medio del crecimiento de hasta 30 dias utilizando el tratamiento de
combinacién en comparaciéon con hasta 10 dias utilizando regimenes de radiacion o de monoterapia con el
compuesto de ensayo es una evidencia de las propiedades de radio-sensibilizacion de los compuestos de la
descripcion.

La radio-sensibilizaciéon se puede analizar in vitro, por ejemplo, empleando ensayos clonogénicos utilizando lineas
celulares A431 de carcinoma de vulva epidermoide humano para medir la respuesta a la radiacion sola o en
combinacion con los compuestos de ensayo. Se puede usar una dosis de farmaco que causa una toxicidad de 10%
a las células en combinacién con dosis graduadas de radiacion. La dosis apropiada de compuesto se debe
determinar por ensayo clonogénico. La evidencia de radio-sensibilizacién mediada por el compuesto de ensayo se
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demuestra, por ejemplo, por una toxicidad >20% para las células utilizando terapia de quimiorradiacion en
comparacion con una toxicidad de 10% utilizando los correspondientes regimenes de monoterapia.

Los compuestos de la invencion para usar como medicamento son utiles en el tratamiento, prevencion o mejoria de
enfermedades asociadas con la supervivencia aberrante de las células, la proliferacion aberrante de las células, la
migracion celular anormal, angiogénesis anormal, equilibrio anormal de estrégenos/andrégenos, génesis de
esteroides disfuncional o anormal, degeneracién incluyendo cambios degenerativos dentro de las paredes de los
vasos sanguineos, inflamacion, y desequilibrio inmunoldégico.

Ejemplos

En los ejemplos y dibujos que les acompafian que siguen, la abreviatura “DHE” se utiliza para deshidroequol, “HMC”
se utiliza para el compuesto N° 1, que es 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)-croman-7-ol y “HHC” se utiliza para el
compuesto N° 11, que es 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-hidroxifenil}-croman-7-ol.

Solo el compuesto 6 es parte de la invencion.
1.0. Sintesis
Ejemplo 1

4' 7-Diacetoxidaidzeina

HO

Se calentd una mezcla de daidzeina (2,0 g), anhidrido acético (10 ml) y piridina (2 ml) a 105-110 °C durante 1 h.
Después de enfriar la mezcla a temperatura ambiente, se agité durante 30 minutos mas, durante cuyo tiempo
cristalizé el diacetato de la solucion. Se filtrd el producto, se lavd a fondo con agua y se recristalizé en metanol para
dar 4',7-diacetoxidaidzeina como prismas incoloros (2,4 g, 90%).

Ejemplo 2

7-Acetoxi-3-(4-acetoxifenil)croman-4-ona

AcO

Se afiadio paladio sobre carbon vegetal (5%, 0,02 g) a una solucion de 4',7-diacetoxidaidzeina (0,50 g, 1,5 mmol) en
acetato de etilo (80 ml) y se agité la mezcla a temperatura ambiente en atmdsfera de hidrogeno durante 72 h. Se
separo el catalizador por filtracion a través de Celita y el filirado resultante se evapord a vacio. Se recristalizo el
residuo en etanol para dar 7-acetoxi-3-(4-acetoxifenil)croman-4-ona (0,40 g, 80%) como placas incoloras.

Ejemplo 3

7-Hidroxi-3-(4-hidroxifenil)croman-4-ona

Imidazol
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Se afiadio imidazol (0,63 g) a una suspension de 4',7-diacetoxidihidrodaidzeina (0,26 g, 0,08 mmol) en etanol
absoluto (5,0 ml) y se mantuvo la mezcla a reflujo durante 45 min bajo argén. Se concentro la soluciéon a presion
reducida y se afiadié agua destilada (10 ml) al residuo. Se dejo la mezcla durante la noche bajo refrigeracion y se
filtré el precipitado resultante. Se recristalizé el producto crudo en acetato de etilo/diclorometano para dar 7-hidroxi-
3-(4-hidroxifenil)croman-4-ona (0,14 g, 71%) como un polvo blanco.

Ejemplo 4

7-(terc-Butildimetilsililoxi)-3-(4-(terc-butildimetilsililoxi)fenil)croman-4-ona

HO

OtBDMS

Se reunieron 42 g de 7-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)croman-4-ona, 130 g de imidazol, 127 g de cloruro de ferc-
butildimetilsililo, y N,N-dimetilformamida (500 ml) en un matraz de fondo redondo de 2 L y se agitaron bajo nitrdgeno
a temperatura ambiente durante 16 horas. Se sofocé la reaccion con la adicion de H,O fria (200 ml) con la mezcla de
reaccion enfriada en un bafo de hielo. El sélido blanco resultante se filtré y se lavd con agua. Por recristalizacion en
etanol se obtuvo el producto como cristales blancos esponjosos (35,7 g).

Ejemplo 5

7-(terc-Butildimetilsililoxi)-3-(4-(terc-butildimetilsililoxi)fenil )-4-(4-metoxifenil)croman-4-ol

MgBr

Se pesaron 25 g de 7-(terc-butildimetilsililoxi)-3-(4-(terc-butildimetilsililoxi)fenil}4-(4-metoxifenil)croman-4-ol en un
matraz de fondo redondo de dos bocas y se pas6 por él una corriente de nitrégeno. Se afiadieron 80 ml de THF
anhidro al vaso de reaccion para dar una solucion limpida ligeramente amarilla. Se adaptd un condensador y se
puso el vaso de reaccion en un bafio de hielo. Se afiadieron 225 ml de bromuro de 4-metoxifenilmagnesio comercial
(solucion 0,5 M en THF) a la mezcla de reaccion gota a gota durante 10 minutos. Se sofocé la reaccién por la
adicion gota a gota de éter humedo (50:50 H,O:éter dietilico) bajo nitrégeno, formandose un precipitado blanco al
afadir cantidades crecientes de H>O. Se afiadié una cantidad adicional de H>O a la mezcla de reaccién antes de
extraccion con éter dietilico.

Se reunieron las capas organicas y se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidro y se separo el
disolvente en un rotavapor para dar un aceite limpido amarillo que solidificé durante la noche para dar un sélido casi
blanco. El producto crudo se us6 en la siguiente etapa sin purificacion.

Ejemplo 6

3-(4-Hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)2H-cromen-7-ol
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pTsOH

Ohe

Se reunieron 7-(terc-butildimetilsililoxi)-3-(4-(terc-butildimetilsililoxi)fenil)-4-(4-metoxifenil)croman-4-ol (42 g), pTsOH
(435 g), perlas de ebullicion y 2,5 L de etanol en un matraz de fondo redondo de 5 L de dos bocas con condensador
acoplado. Se calento6 la reaccion a reflujo durante 3 horas. Se concentro el disolvente a vacio hasta ~100 ml antes
de verterlo sobre agua fria en agitacion (700 ml). Se extrajo entonces la mezcla con acetato de etilo, las capas
organicas reunidas se lavaron con agua (3 x 2 L), salmuera (1 x 500 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio
anhidro y se filtraron y se separé el disolvente a vacio para dar un aceite pardo rojizo. Se disolvio el aceite en
metanol (~100 ml) y se puso en el congelador durante la noche.

Durante la noche se formé un precipitado blanco, que se separé por filtracion y se lavé con metanol. Se concentro el
filtrado a vacio para dar un aceite pardo.

Ejemplo de referencia 7

3-(4-Hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)croman-7-ol

H, IPd

—_—

Etanol

Se reunieron 25,5 g de 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)-2H-cromen-7-ol (70 mmoles), 3,95 g de Pd al 10%/Al>03 y
200 ml de etanol en un matraz de fondo redondo de 500 ml de dos bocas. Se hidrogend la reaccion a baja presion
utilizando condiciones estandar durante 3 horas. Se filtré la reaccion a través de Celita para separar el catalizador y
se lavé a fondo con etanol (300 ml). Se concentro el filtrado hasta ~50 ml antes de que fuera vertido sobre agua fria
en agitacion (1,4 L). Se formd un precipitado de color anaranjado palido que después formé un aceite pardo. Se
extrajo entonces la mezcla con éter dietilico, las capas organicas reunidas se lavaron con agua (3 x 1 L), salmuera
(1 x 500 ml), se secaron sobre sulfato de magnesio anhidro y se filtraron. Se separé el disolvente a vacio para dar
un aceite pardo rojizo. Se recristalizé el producto en éter dietilico (~100 ml), para dar un sélido pardo que se lavd con
éter dietilico frio para dar cristales casi blancos, 11,3 g. El espectro 'H NMR y el esquema de numeracién se
muestran a continuacion.

H o ppm Forma del pico JHz Integrados Comentarios

C2 ecuatorial 414 Dd 10,98 1
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C2 axial 4,35 Dd 1 Dd es solapamiento
C3 3,47 Ddd 1
C4 4,20 Dd 5,12 1
C5 6,71 D 8,05 1
C6 6,36 Dd 2,56, 8,42 1
C8 6,41 D 2,20 1
C9 3,71 S — 3
Cc2'.Ce’ 6,61 D — 2 Dobletes de solapamiento para
C3',Co’ 6,61 D — 2 c2'c3,c2",c3"
Cc2".C6" 6,61 D — 2 La integracion total es 8
C3",C5" 6,61 D — 2

En los métodos generales anteriores, las estructuras pueden estar opcionalmente sustituidas o protegidas con
sustituyentes apropiados, o sintones o derivados de los mismos. Los compuestos pueden estar presentes, por
ejemplo, como sus sales, acetatos, o derivados de bencilo o sililoxi como pueden determinar los expertos en la
quimica sintética, Los grupos hidroxi se pueden alquilar faciimente (Mel/base), acilar (AC20/Py) o sililar (Cl-
SiR3/base) y asimismo se pueden desproteger por métodos estandar conocidos en la técnica.

Ejemplo de referencia 8

3-(4-Hidroxifenil)-4-(4-hidroxifenil)-croman-7-ol

OMe

Se transfirid 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-metoxifenil)croman-7-ol (3,17 g) a un matraz de fondo redondo y se purgo el
matraz con nitrégeno. Se afiadio gota a gota al matraz bromuro de hidrégeno al 33% en peso en acido acético (13
ml) y se calentaron los contenidos a reflujo a 130 °C durante 7 horas. Se puso la mezcla de reaccion en un bafio de
hielo y se ajust6 a pH 6 utilizando solucion de hidroxido de sodio (al 40% p/v). Se extrajo la mezcla con acetato de
etilo y la capa de acetato de etilo se lavd ademas con agua y salmuera antes de secar sobre sulfato de magnesio.
Se filtré la mezcla y se separ6 el disolvente a vacio para dar un soélido pardo (2,89 g). Se disolvio el solido en el
minimo de acetato de etilo y se purificé por cromatografia en columna (Silica 60 H, 200-400 mallas utilizando acetato
de etilo:cloroformo (40:60) como eluyente). Se obtuvo 3-(4-hidroxifenil)-4-(4-hidroxifenil)croman-7-ol con ~80% de
pureza y se purificd después por cromatografia de liquidos semi-preparativa de alta resolucién (HPLC). El espectro
'H NMR se muestra en la Fig. 12.

2.0. Materiales y métodos
2.1. Cultivo de tejidos

Se cultivo rutinariamente la linea de células de cancer pancreatico humano HPAC (CRL-2119) en una mezcla 1:1 de
DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma) mas medio F12 de Ham (Sigma) que contiene HEPES (15
mM), insulina (0,002 mg/ml), transferrina (0,005 mg/ml), hidrocortisona, (40 ng/ml), factor de crecimiento epidérmico
(10 ng/ml). Las lineas de células CP70 de cancer de ovario, se obtuvieron como un presente del Dr. Gilo Mor (Yale
University) y se cultivaron en una mezcla 1:1 de DMEM mas medio F12 de Ham, y la linea SKOV-3 (linea de células
de cancer de ovario) se compré de ATCC y se cultivd en medio 5a de McCoys. La linea de células MDA-MB-468 de
cancer de mama se cultivé en medio L-15 de Leibovitz. La linea de células MM200 de melanoma se obtuvo como un
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presente de Peter Hersey (University of Newcastle) y A2058 se obtuvo como un presente de Dr Peter Parsons
(QIMR). Ambas se cultivaron en medio DMEM.

Todos los cultivos fueron suplementados con 10% de FCS (suero fetal de ternera CSL, Australia), penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM) y bicarbonato de sodio (1,2 g/L), y se cultivaron a 37 °C en
una atmésfera humidificada con 5% de CO,. Todas las lineas celulares se compraron de ATCC (Maryland, USA)
excepto cuando se indica otra cosa.

La linea de células normales NFF (fibroblastos de prepucio neonatal) fue un presente del Dr. Peter Parsons
(Queensland Institute of Medical Research). Las células RK (rifidn de conejo) se obtuvieron de Miller Whalley
(Macquarie University). Ambas lineas celulares se cultivaron en RPMI suplementado con 10% de FCS (CSL,
Australia), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml), L-glutamina (2 mM) y bicarbonato de sodio (1,2 g/L), y
se cultivaron a 37 °C en una atmdsfera humidificada, con 5% de CO..

2.2. Ensayos de proliferacion

Se determinaron los valores IC50 para cada linea celular. Se sembraron las células en placas de 96 pocillos a una
densidad de células apropiada determinada por el analisis cinético de crecimiento y se cultivaron durante 5 dias en
ausencia y en presencia de los compuestos de ensayo. Se evalu6 la proliferacion celular después de la adicion de
20 pl de bromuro de 3-4,5 dimetiltiazol-2,5-difenil-tetrazolio (MTT, 2,5 mg/ml en PBS, Sigma) durante 3-4 horas a 37
°C segun las instrucciones del fabricante. Se calcularon los valores IC50 a partir de graficos semi-logaritmicos con el
% de proliferacion control en el eje y frente al log de la dosis en el eje x.

2.3. Farmacocinética de DHE y HMC - Oral

Se prepararon HMC y DHE como suspensiones homogéneas en CMC al 1% (m:v, agua). Se administraron ambas
formulaciones oralmente por sonda a ratones hembras BALB/c a una dosis de 50 mg/kg. Se asignaron tres animales
a cada punto de tiempo (15 min, 30 min, 1 h, 4 h 'y 24 h). En cada punto de tiempo respectivo, se sacrificaron los
animales mediante luxacion cervical y se recogio la sangre. Se analizé el HMC libre por espectroscopia de masas.

2.4. Farmacocinética de HMC - i.v. e i.p.

Se prepar6 HMC como una solucidon en hidroxipropil-beta-ciclodextrina al 20% (m:v, agua). Se administro la
formulacién oralmente por sonda o por inyeccion i.p. a ratones hembras BALB/c a una dosis de 50 mg/kg. Se
asignaron tres animales a cada punto de tiempo (15 min, 30 min, 1 h, 4 h y 24 h). En cada punto de tiempo
respectivo, se sacrificaron los animales mediante luxacion cervical y se recogioé la sangre. Se recogié también la
orina y se analizé para HMC. Se analizé el HMC libre por espectroscopia de masas.

2.5 Estudio piloto de eficacia in vivo — ratones con tumor HPAC

Se tripsinaron frascos subconfluentes (80%) de células HPAC, se lavaron con solucién salina equilibrada de Hanks
(Sigma), se resuspendieron en medio minimo esenC|aI de Dubellco (Sigma) y un volumen igual de matrigel™
(Becton Dickson) a una denS|dad de 3,7 x 10" células por ml. Se inocularon ratones atimicos nu/nu BALB/c
subcutaneamente con 3,7 x 10° células HPAC bi-lateralmente a la mitad de la superficie dorsal. Para los grupos de
HMC (n=3 por régimen posoldgico) y los grupos control (n=2), el tratamiento comenzé cinco dias después de la
inoculacion para permitir la formacion del tumor. EIl HMC se formulé en HPBCD al 20% y se administro i.p.
diariamente durante 15 dias. El grupo control recibié dosis equivalentes (peso;)eso) i.p. de HPBCD al 20%. Las
medidas del tumor empezaron el dia 5 después de la inoculacién (10 x 10 mm*®) y se midieron en 2 dimensiones,
longitud (a) y anchura (b), utilizando calibres. Se calculé el peso del tumor (W) por la formula W=ab2/2, donde a, es
la mas larga de las 2 medidas (Odwyer et al., 1994). Se analizaron las curvas de proliferacion del tumor con respecto
a la maxima inhibicion del tumor (tratado/control, T/C). En el sacrificio, tejidos de higado, rifidn, fémur, estbmago se
fijaron en formalina tamponada, se incluyeron en parafina, se cortaron secciones y se tifieron con H&E. Las
secciones tefiidas se sometieron después a Rothwell consulting para analisis histopatoldgico. Se realizé el analisis
bioquimico del suero sobre las sangres tomadas de los grupos de control, de control con vehiculo y de tratamiento
con HMC. El analisis de suero fue realizado por Veterinary Clinical pathology (U. Syd).

2.6 Analisis de sinergia en modelo tres-D

El analisis en modelo 3-D de la interaccion citotoxica entre el farmaco A y el farmaco B hace posible la
representacion del efecto inhibidor previsto de dos farmacos en combinaciéon en 3 dimensiones para revelar las
regiones reales de sinergia o de antagonismo. Las representaciones graficas de sinergia en 3D se basan en una
teoria de “Aditividad tedrica” (TA) como se describe por Kanzawa et al (Int. J. Cancer 71, 311-319 (1997)). La
aditividad tedrica se calculd a partir de las citotoxicidades del farmaco A y del farmaco B como monoterapias
utilizando la siguiente férmula que asume que los farmacos son inhibidores mutuamente exclusivos:
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(fa + (fg - 2(f)a(f)e
1 - (fDafn

TAm=

Donde: (fa)A=fraccion de células afectadas por el farmaco A
(fa)B=fraccion de células afectadas por el farmaco B

La TA se calcula para cada combinacion de concentraciones de farmacos y se resta del efecto experimental
observado para cada combinacién para dar una medida de la accién sinérgica. Una diferencia positiva indica que se
afectan mas células por la combinacién de farmacos que las que se podria esperar en teoria si los dos farmacos se
administraran juntos — por lo tanto sinergismo. Una diferencia negativa indica que se afectan menos células que las
esperadas en teoria — por lo tanto antagonismo.

3.0. Resultados
3.1. Toxicidad para las células normales

El deshidroequol (DHE) fue menos toxico tanto para las células NFF como para las células de rifion de conejo con
valores de IC50 por encima de 150 uM en comparacién con el HMC (86 y 61 uM respectivamente) (Tabla 1 y Figura
1). En un estudio separado, se encontré que el HHC no era toxico ni para las células NFF ni para las células de rifidn
de conejo (véase de nuevo la Tabla 1). Cuando se compara con el cisplatino, un agente quimioterapéutico de
referencia, el grado de toxicidad presentado por HMC y HHC es suave

Tabla 1. Toxicidad relativa de DHE, HMC, HHC vy cisplatino frente a fibroblastos de prepucio neonatal (NFF) y
células de rifidn de conejo

Analogo (IC50 pM) Antineoplasico
(IC50 uM)
Tipo de Designacion
célula/tejido DHE HMC HHC Cisplatino
Fibroblasto Fibroblastos de
prepucio neonatal
>150 86,12+ 7,6 60,8 9.85£5
(NFF humano)
Rifén Rifidn de conejo >150 61+4,3 >150 No analizado

3.2. Eficacia in vitro frente a células cancerosas

Cuando se comparé con los valores IC50 de DHE, el HMC demostré una actividad marcadamente superior (~5-10
veces mas grande) frente a la linea de células de cancer de ovario p53 mt resistente a multi-farmacos (SKOV-3), la
linea de células de cancer de prostata p53 Mt (PC3) AR negativa, las lineas de células de cancer de mama tanto ER
positivas (p53 wt) como negativas (p53 mt) (MCF-7 y MDA-MB-468 respectivamente), Glioma p53 Mt (HTB-138),
cancer pancreatico p53 Mt (HPAC) y cancer de pulmén de células grandes p53 Mt (Tabla 2). EI HMC presentd una
actividad anti-cancer comparable a la de DHE frente a todas las ofras lineas celulares ensayadas (Tabla 1). Se
observé una particular eficacia de HMC frente a las células de melanoma, (Tabla 2.1 y Fig. 2). Esto representa una
ventaja sustancial sobre la técnica anterior.

El HMC fue diferencialmente activo frente a 2 lineas celulares colorrectales separadas, con marcada actividad
observada frente a células HT-29 y algo menos de actividad frente a HCT-15. Se observa que HT-29 y HCT-15 son
COX-2 positivas y deficientes respectivamente. Cuando se examinaron microscopicamente y se compararon a las
células tratadas con vehiculo soélo, las células SKOV-3 tratadas con HMC presentaron cambios morfolégicos
concordantes con las células que sufren apoptosis (alargamiento celular, aspecto granular del citosol y globulizacién
de la membrana plasmatica). En contraste, las células SKOV-3 expuestas a deshidroequol 100 pM, después de 18 h
retenian una morfologia relativamente normal, comparable con la de las células tratadas solamente con vehiculo.

Tabla 2.1. Comparacion de la citoxicidad de deshidroequol y HMC frente a lineas celulares representativas de
diferentes tumores malignos
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Antineoplasico
Analogo (IC50 uM)
Indicacion Designacion (IC50 uM)
DHE HMC Cisplatino
A2780 1,7 £ 0,61 1,568 + 0,59 2,10
Ovario CP70 1,69+ 0,62 1,21 £ 0,29 10,30
SKOV-3 21,83 +4,65 2,26 5,40
PC3 9,09 + 8,12 2,9+0,92 2,11
Prostata LNCaP 48+3,8 4,52 >10
DU145 595+15 3,78 2,07
Mama MCF-7 21,5+13,2 7157 3,69
MDA-MB-468 79+35 1,1+0,35 0,58
Glioma HTB-138 7,35+0,89 1,9+0,27 42,30
Pancreatico CRL-2119 56,62 + 16,8 14,1 +1,16 9,36
RPMI-8226 3,72+ 0,08 NT NT
Leucémico
CCRF-CEM 1,7+ 0,68 1,90 NT
NCI-H23 8,75+7,2 3,75+25 NT
Pulmén
NCI-H460 10,6 £ 3,8 2,23+0,15 22,29
HT-29 50,45+ 21,9 37+14 22,7+35
Colorrectal
HCT-15 24,4 + 12,57 37,8 +33 129,9 + 39
MM200 2,90 0,7 +,03 8,3+0,7
Melanoma A2058 NT 1,2+0,65 5,73+2,3
IGR-3 NT 0,53 +0,02 NT

En otros estudios, se determind la citotoxicidad de diferentes compuestos descritos aqui frente a diferentes lineas
celulares. EI compuesto 14-eno es el precursor cromeno 3-eno para el cromano correspondientemente reducido, el
compuesto 14. Se observd que los compuestos 1, 2 y 11 presentan la mejor eficacia frente a la mayor parte de todas
las lineas celulares cancerosas. EI compuesto 14 presenta una eficacia ligeramente mejor en general comparada
con su correspondiente 14-eno y con el compuesto 6 (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Citotoxicidad de los compuestos cromano 1, 2, 6, 11 y 14 y del compuesto crom-3-eno 14-eno frente a
lineas celulares representativas de diferentes tumores malignos

Indicacion Linea celular Compuesto (IC50 uM)
HMC 1 2 6 HHC 11 14-eno 14
Ovario CP70 2,1 3+1,2 >100 1,1+0,9 >100 >100
Préstata PC3 25+1 42+0,02 | 116157 0,88+0,4 | 4627 32,5+2,1
Mama MDA-MB-468 28142 1,9 28,7+ 3,6 1+0,1 NT 56,6
Glioma HTB-138 1,9+0,3 3,77 >100 0,52+ 0,1 82+ 10 53,5+ 14
Pancreatico HPAC 28+0,9 | 24412 >100 31,6 +27 81,5+ 59 79 + 56
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Leucemia CCRF-CEM 24097 | 4,02 8?26* 0,6+001 | >100 517%1
Pumen NSC | NCI-H460 | 28%2 54%2.1 NT 05%0,1 >100 65

Colorrectal HT-29 54+18 59,4 >100 25t1 | 97530 | 4547

Melanoma MM200 107205 7,34 >100 0603 | 58%27 | 93:29

3.3.1. Farmacocinética de HMC - Oral

Cuando se comparé con el perfil farmacocinético de DHE administrado oralmente, el HMC administrado por la
misma via y con la misma dosis (50 mg/kg), el HMC presenté una Cmax de 141 uM (alcanzada después de 1 h) en
comparacion con 511 uyM para DHE (alcanzada después de 15 min) (Tabla 3 y Figura 3). Como el DHE, el HMC es
sometido también a conjugacion con concentraciones plasmaticas bajas de la forma libre de la molécula observada
(1,3 pM después de 30 min) (Tabla 3 y Figura 3). Esto es menos de la mitad de la concentracion maxima de
deshidroequol libre alcanzada utilizando el mismo régimen posoldgico (3,3 uM después de 15 min) (Figura 3). La
relacion de libre:total es mayor para el HMC cuando se compara al DHE (0,92 frente a 0,64 respectivamente).

Tabla 3.1. Comparacion de las concentraciones plasmaticas de farmaco libre y total alcanzadas en ratones a los que
se ha administrado 50 mg/kg de HMC o DHE p.o.

Tiempo HMC (uM) DHE (uM)
Total Libre Total Libre
0,25 72+44 0,38 + 0,04 511,51+ 99 3,3+0,13
0,5 122 + 18,4 1,3+0,2 357 £ 82 2,9+0,05
1 141 + 45,8 0,95+0,4 387 +228 1,5+0,11
4 339+127 0,19+ 0,08 117,6 £ 42 1,3+0,07
24 0 0 0,13+ 0,1 0,15+ 0,04

3.3.2. Farmacocinética de HMC y HHC - oral

Se administraron oralmente a pacientes humanos 200 mg de HMC o de HHC. Para cada paciente tratado, se tomo
sangre durante un periodo de 6 horas y se calculd la media de los resultados para caracterizar la farmacocinética
plasmatica. Los resultados iniciales dieron una semivida oral de de 3,99 horas para HMC y 3,26 horas para HHC
(Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Comparacion de la semivida de las concentraciones plasmaticas alcanzada en seres humanos a los que
se han administrado 200 mg de HMC o de HHC

Compuesto Cmax (ng/mL) Tmax (h) ti2 (h)
HMC (1) 513 2,17 3,99
HHC (11) 341 2,67 3,26

3.4. Farmacocinética de HMC - i.v. y i.p.

Cuando se formulé en HPBCD y se administro i.v., se observaron niveles de HMC extremadamente altos en la
sangre igualando a una concentracion 1 mM de farmaco, 15 min después de la administracion (Figura 4). La cinética
de eliminacion de HMC administrado i.v. fue bifasica siendo excretado rapidamente el HMC de la sangre a una
velocidad de ~1000 uM/h en la primera hora después de la administracion. Asumiendo una excrecion lineal, esta
velocidad se redujo a 0,97 uM/h en las horas 1-4 h después de la administracion. Cuando se administré la misma
formulacién i.p., se observé aproximadamente 1 log menos de HMC en el plasma (131 pM por administracion i.p.
frente a 1069 uM por administracion i.v.) hasta 1 hora después de la administracion (Figura 4). Sin embargo, la
cinética de eliminacion por administracion i.p. fue mucho mas lenta durante este periodo (112 pM/h) resultando por
tanto en una concentracion sérica unas 4,5 veces mas alta 1 hora después de la administracion (18,7 por i.p. frente
a 3,98 por i.v.). Inversamente, 1-4 horas después de la administracion, la cinética de eliminacion fue mas rapida
después de la administracion i.p. en comparacién con la i.v. (4,6 uM/h por i.p. frente a 0,97 yM/h por i.v.). Estos
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datos confirman que el HMC esta altamente biodisponible en su estado libre cuando se administra por las vias i.v. o
i.p.. Conjuntamente con los datos de farmacocinética oral, estos datos sugieren también que el HMC es susceptible
de ser eliminado rapidamente por las enzimas gastrointestinales de desintoxicacion. Se observaron grandes
concentraciones de HMC libre en la orina cuando se recogi6 a las 0,5, 1 y 4 horas (3,3 mM, 3,9 mM y 0,093 mM).

Tabla 4. Comparacion del perfil farmacocinético de HMC en suero después de administracién i.v. e i.p. de HMC
formulado en hidroxipropil-beta-ciclodextrina al 20% a una dosis de 50 mg/kg). El recuadro muestra las
concentraciones de HMC en suero.

Tiempo (horas) HMC en suero (uM)
i.v. l.p.
0,25 1069,75 131,37
0,50 198,66 31,78
1 3,98 18,74
4 0,07 0,15
24 0,05 0,17

3.5. Estudio piloto de eficacia in vivo — ratones con tumores HPAC

El HMC cuando se administré diariamente, i.p. a 100 mg/kg retrasé significativamente la proliferacion de tumores
HPAC durante el periodo de tratamiento cuando se comparé al control con vehiculo (Figura 5). Cuando se evalué la
masa media terminal del tumor se observé también una reduccion significativa de la masa final tumoral (% T/C = 62)
(Figura 6). De modo importante, no se observaron signos de toxicidad en los animales a los que se administré HMC
a 100 mg/kg diariamente durante 15 dias como se determiné por la pérdida de peso. De hecho los animales tratados
con HMC parecieron crecer cuando se compararon con el control (Figura 7). Se recogieron los érganos (higado,
rindn, bazo, fémur, estdbmago y colon) y se sometieron para evaluacion histopatolégica por Rothwell consulting. Se
realizé también un analisis limitado de la bioquimica sérica. Estos datos confirman que el HMC demuestra actividad
antitumorigena frente a los tumores HPAC in vivo.

3.5.1. Examen histopatolégico de grupos tratados con HMC

Se realizé el examen histopatoldgico de secciones tefiidas por hematoxilina y eosina cortadas de tejidos fijados por
formalina procedentes de dos series de ratones experimentales. Se examinaron el higado, rifién, estbmago y colon
para demostrar el dafio toxico, el bazo y la médula 6sea para demostrar la mielosupresion y el tumor para el grado
de necrosis. Se asigné una puntuacién de 0-5 a cada muestra de tumor para el grado de necrosis presente,
representando una puntuacion de 0, sin necrosis, y una puntuacion de 5, necrosis total. Las puntuaciones de las
secciones se hicieron “a ciegas” en dos ocasiones separadas y la puntuacién final dada en los resultados es la
media de estas dos puntuaciones.

Tabla 5. Toxicologia de HMC

Muestra Descripcion Puntuacion de la necrosis 0-5
4/04 & 1/8 Control con vehiculo 0,5
4/04 & 2/8 2
4/04 & 4/8 HMC 2
4/04 & 5/8 2
4/04 & 1/11 Sin control de tratamiento 0,5

3.5.1.1. Revision de los resultados

No se detectaron signos de toxicidad ni de mielosupresion en las secciones cortadas de los tejidos de ratones
tratados con el farmaco. Sin embargo, en todos los ratones tratados con el farmaco hubo cambios irregulares
inflamatorios crénicos suaves/moderadamente severos, que afectan a la serosa y al mesenterio unido, asi como
cambios reactivos de las células mesoteliales, en alguno de los tejidos examinados. Estos cambios son
concordantes con la inyeccion intra-peritoneal de un material suavemente irritante.
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No se detectd ninguna necrosis significativa del tejido del tumor en las muestras control 1/8 y 1/11. Sin embargo,
hubo considerable necrosis en las secciones tumorales procedentes de los ratones tratados con el farmaco.

3.5.1.2. Bioquimica sérica de ratones tratados con HMC en comparacion con el control

Se evaluaron la fosfatasa alcalina (ALP), la alanina-transferasa (ALT) y la creatina (Cre) en los animales tratados
con HMC frente a los animales control. Los niveles de ALP y Cre fueron similares al control y estaban dentro de los
limites normales (para la rata), sin embargo los niveles de ALT en el control con vehiculo y en los grupos tratados
con HMC fueron mucho mas bajos que los niveles del control sin tratamiento

Tabla 6. Bioquimica sérica de ratones tratados con HMC en comparacion con el control.

Marcador clinico (ratones)

Muestra Grupo ALP ALT Cre Urea

u/L u/L uM mM

Control 1/11 116 713 7 6,92
Control con 1/8 152 441 26 9,81
Tratado con HMC 2/8 74 505 17 7,27
(100 mg/kg) 4/8 111 482 8 8,11
5/8 100 494 8 7,79
Intervalos normales 86-246 84-143 1,5-6 6,3-8*

*para rata

ALP: Fosfatasa alcalina

ALT: Alanina-aminotransferasa

Cre: Creatinina

3.6. Apoptosis inducida por HMC en células de melanoma y en fibroblastos normales
3.6.1. Melanoma

La apoptosis inducida por HMC en todas las células de melanoma sensibles y resistentes a TRAIL (ligando inductor
de apoptosis relacionado con el TNF) a concentraciones tan bajas como 2 pM (~7-10% de apoptosis) durante 24 y
48 horas de exposicion (Tabla 7 y Figura 8A). En la concentracion de farmaco clinicamente significativa de 4 pM, la
incidencia de células apoptoticas después de 24 h de exposicion a HMC aumentd a 25% y 39% en las lineas
celulares sensibles a TRAIL (MEL-RM) y negativas a TRAIL (IGR3) respectivamente (Tabla 7 y Figura 8A). La
incidencia de apoptosis inducida por HMC a 4 uM después de 24 h de exposicién en las otras lineas celulares fue
~9%. En comparacion, la incidencia de apoptosis en células tratadas con DHE a una concentracion 4 uM después
de 24 h de exposicion fue 0-1%. Durante 48 h a la misma concentracion de HMC (4 uM), la incidencia de apoptosis
aumento a 21-42% en todas las lineas celulares examinadas (Tabla 7 y Figura 8B). El DHE fue el unico agente
distinto que indujo niveles moderados de apoptosis después de 48 h de exposicion a una concentracion de 4 pM,
pero solamente en las lineas celulares ME4405 (14%) y Mel-AT (15%) (Tabla 7 y Figura 8B).

Tabla 7. Sumario de incidencia de apoptosis en células de melanoma tratado con DHE y HMC durante 24 y 48
horas.

Concentracion de Porcentaje de apoptosis
farmaco
TRAIL-positiva/
(M) Sensible a TRAIL Resistente a TRAIL
Caspasa 8-negativa
MEL-RM ME4405 IGR3 Mel-AT
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DHE HMC DHE HMC DHE HMC DHE HMC

Control 0 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 8 0 0

24 h de 2 0 8 2 8 0 11 3 6
exposicion

4 0 25 2 9 1 39 4 9

8 2 39 6 11 3 41 8 23

20 5 38 11 19 4 32 10 24

Control 0 0 0 0 0 0 0 0

1 1 1,5 1 1,5 1 1 1,5 1

48 h de 2 1,5 8 3 8 1 9 5 7
exposicion

4 3 22 14 42 2 21 15 25

8 10 38 40 20 8 38 43 59

20 12 30 35 18 8 38 40 35

3.6.2. Fibroblastos normales

Se realizaron estudios sobre fibroblastos normales (MRC-5) y células de melanoma sensibles a TRAIL (ME4405 y
MEL-RM) utilizando concentraciones 8 uM de DHE o de HMC durante 24 y 48 h de exposicion (Figura 9). Estos
datos demuestran que el HMC, y en menor medida el DHE, indujeron marcados niveles de apoptosis en ambas
lineas celulares de melanoma durante 24 y 48 horas. De modo importante, a la vez que se promovia la muerte
celular programada de las células malignas, los fibroblastos normales demostraron que ambos, HMC y DHE,
indujeron la apoptosis a una concentracion 8 pM de farmaco durante 24 y 48 h de exposicion. Estos datos confirman
que el HMC es selectivamente citotdxico para las células cancerosas.

Los compuestos de isoflavano presentan un perfil de eficacia superior frente a todos los canceres analizados en
comparacion con DHE. Mientras que el HMC es marginalmente mas téxico que el DHE en las células NFF y RK, el
HMC es marcadamente menos téxico que el cisplatino. EI HMC administrado oralmente a ratones es menos
biodisponible en comparacion con el DHE pero la relacion de libre:total es mayor. EI HMC formulado en HPBCD
estaba marcadamente biodisponible en su forma libre cuando se administré i.v. e i.p. Las concentraciones
significativas en suero de HMC libre después de administracion i.p. estuvieron unas 18 veces por encima de las de
HMC administrado oralmente. Se ha demostrado que el HMC, formulado en HPBCD al 20% y administrado i.p.,
ejerce una moderada actividad antitumorigena frente a tumores HPAC in vivo. EI HMC cuando se administra a 100
mg/kg a los ratones no es toxico para los 6rganos importantes como se determina por histopatologia, sin embargo,
en todos los ratones tratados con el farmaco se observaron cambios irregulares inflamatorios crénicos
suaves/moderadamente severos, que afectan a la serosa y al mesenterio unido, asi como cambios reactivos de las
células mesoteliales, que son concordantes con la inyeccion intra-peritoneal de un material suavemente irritante.

El HMC indujo niveles moderadamente fuertes de apoptosis en células de melanoma resistentes a TRAIL y
sensibles a TRAIL tanto después de 24 como de 48 horas de exposicion. Las células fibroblastos normales fueron
resistentes a la apoptosis después de 48 horas de exposicidon. EI DHE induce niveles suaves-moderados de
apoptosis en células de melanoma resistentes a TRAIL y sensibles a TRAIL después de 48 horas de exposicion. Las
células fibroblastos normales fueron resistentes a la apoptosis después de 48 horas de exposicion. La capacidad de
ambos, HMC y DHE para inducir la apoptosis en células caspasa-negativas da a entender que no es esencial una
ruta operacional de muerte programada extrinseca para la apoptosis mediada por HMC y DHE.

3.7 Toxicidad sinérgica de HMC in vitro en células cancerosas cuando se combina con cisplatino, paclitaxel y
gemcitabina, camptotecina, topotecan y doxorubicina

3.7.1. Combinacion de HMC con cisplatino frente a la linea celular MM200 de melanoma.

Se evalud la sinergia de HMC con cisplatino en combinacién durante 5 dias de exposiciéon o en secuencia
(HMC—cisplatino) frente a la linea celular MM200 de melanoma. Fue dificil evaluar la toxicidad sinérgica utilizando
un cambio de la IC50 como una medida de la sinergia debido a la toxicidad de HMC como monoterapia (Tabla 8). El
analisis 3D de los datos revela que solamente la toxicidad aditiva fue clara utilizando el protocolo de combinacion de
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5 dias (Fig. 11). La evidencia de sinergia utilizando la combinacion de HMC-cisplatino fue evaluada ademas
utilizando la secuencia de HMC—cisplatino (24 horas de exposicion a cada compuesto secuencialmente) frente a la
linea celular MM200 de melanoma. Utilizando el cambio en la IC50 para evaluar la sinergia se observé que el HMC a
concentraciones de 2 M quimiosensibilizaba marcadamente las células MM200 para el cisplatino en >1000 veces
(Tabla 8). Se confirmd que el HMC inducia la quimiosensibilizacion de las células MM200 para el cisplatino utilizando
el anadlisis 3D de los datos (Fig. 11B). Estos datos demuestran que el HMC es capaz de quimiosensibilizar las
células cancerosas, en este caso melanoma, al cisplatino.

Tabla 8. Evaluacién comparativa de la sinergia entre el HMC y el cisplatino frente a la linea celular Mel-RM de
melanoma. Se muestran datos de la IC50 media para cada agente cuando se evallia como una monoterapia o en
combinacion

TRATAMIENTO (IC50 uM)

FARMACO Combinado Fs;::rc])tr)icci)e o4 h HMCISgaTrimer Fs;::rc])tr)icci)e
cisplatino 8,82 — 6,32 — —
HMC 0,72 — 20,64 — —_
HMC 10 uM 1,00E-06 efecto HMC — 1,28E-05 >10000
HMC 5 uM 1,00E-06 efecto HMC — 2,71E-05 >10000
HMC 2 uM 1,00E-06 efecto HMC — 1,00E-06 >10000
HMC 1 uM 0,45 efecto HMC — 8,29 -1,31

3.7.2 Combinacion de HMC con gemcitabina frente a las células Mel-RM de melanoma.

Se evalud la sinergia de HMC con gemcitabina en combinacion durante 5 dias de exposicidon o en secuencia
(HMC—gemcitabina) frente a la linea celular Mel-RM de melanoma. Fue dificil evaluar la toxicidad sinérgica
utilizando un cambio de la IC50 como una medida de la sinergia debido a la toxicidad de HMC como monoterapia
(Tabla 9). El analisis 3D de los datos revela que el protocolo de combinaciéon de 5 dias no provocéd toxicidad
sinérgica frente a la linea celular Mel-RM. La evidencia de sinergia utilizando la combinacion de HMC-gemcitabina
fue evaluada ademas utilizando la secuencia HMC—gemcitabina (24 horas de exposicién a cada compuesto
secuencialmente) frente a la linea celular Mel-RM de melanoma. Utilizando el cambio en la IC50 para evaluar la
sinergia se observo que el HMC a concentraciones de 2 y 1 yM quimiosensibilizaba marcadamente las células Mel-
RM para la gemcitabina en >1000 veces. Se confirmé que el HMC inducia la quimiosensibilizaciéon de las células
Mel-RM para la gemcitabina utilizando analisis 3D de los datos. Estos datos demuestran que el HMC es capaz de
quimiosensibilizar las células cancerosas a la gemcitabina.

Tabla 9. Evaluacion comparativa de la sinergia entre el HMC y la gemcitabina frente a la linea celular Mel-RM de
melanoma. Se muestran datos de la IC50 media para cada agente cuando se evalia como una monoterapia o en

combinacion

TRATAMIENTO (IC50 uM)

FARMACO Combinado F?;::Tc])tr) icci)e o4 h HMCISgaTrimer F?;::Tc])tr) icci)e
HMC 0,51 — 27,79 — —
HMC 1 uM 1,00E-06 efecto ?HMC — 1,76E-03 >1000
HMC 2 uM 1,00E-06 efecto ?HMC — 1,00E-06 >1000

Gemcitabina 3,88E-03 — 4,67E-03 — —
HMC 0,51 — 27,79 — —
HMC 1 uM 1,00E-06 efecto ?HMC — 1,00E-06 >1000
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TRATAMIENTO (IC50 uM)

FARMACO Combinado Factor'de 24 h HMC en primer Factor'de
cambio lugar cambio
HMC 2 uM 1,00E-06 efecto ?HMC — 3,89E-05 >100

3.7.3. Combinacion de HMC con paclitaxel frente a la linea celular 4405 de melanoma.

Se evalud la sinergia de HMC con paclitaxel en combinacién durante 5 dias de exposiciéon o en secuencia
(HMC—paclitaxel) frente a la linea celular 4405 de melanoma. Fue dificil evaluar la toxicidad sinérgica utilizando un
cambio de la IC50 como una medida de la sinergia debido a la toxicidad de HMC como monoterapia (Tabla 10). Se
observd una reduccién de 30 veces en la IC50 en el experimento de combinacion en comparaciéon con la
monoterapia de paclitaxel. Sin embargo, el analisis 3D de los datos reveld que el protocolo de combinacion de 5 dias
no provoco toxicidad sinérgica frente a la linea celular 4405. La evidencia de sinergia utilizando la combinacion de
HMC-paclitaxel fue evaluada ademas utilizando la secuencia HMC—paclitaxel (24 horas de exposicion a cada
compuesto secuencialmente) frente a la linea celular 4405 de melanoma. Utilizando el cambio en la IC50 para
evaluar la sinergia se observé que el HMC a concentraciones 2 pM quimiosensibilizaba marcadamente las células
4405 para el paclitaxel en >1000 veces. Se confirmé que el HMC inducia la quimiosensibilizacién de las células 4405
para el paclitaxel utilizando analisis 3D de los datos. Estos datos demuestran que el HMC es capaz de
quimiosensibilizar las células cancerosas al paclitaxel.

Tabla 10. Evaluacion comparativa de la sinergia entre el HMC y el paclitaxel frente a la linea celular 4405 de
melanoma. Se muestran datos de la IC50 media para cada agente cuando se evallia como una monoterapia o en
combinacion

TRATAMIENTO (IC50 uM)

FARMACO Combinado F?;::Tc])tr) icci)e o4 h HMCISgaTrimer F?;::Tc])tr) icci)e
HMC 1 uM 0,006 1,00 — 0,03 -4,44
HMC 2 uM 1,00E-06 5964,400 — 0,01 -1,035
Paclitaxel 1,25E-07 — 5,84E-04 — —

HMC 1,26 — 55,50 — —
HMC 1 uM 4,12E-09 30,36 — 5,31E-05 11,00
HMC 2 uM 3,91E-10 efecto ?HMC — 5,48E-09 106633,75

3.7.4. Combinacién de HMC con topotecan frente a la linea celular MM200 de melanoma

Se evalud la sinergia de HMC con topotecan en combinacion durante 5 dias de exposicion o en secuencia
(HMC—topotecan) frente a la linea celular MM200 de melanoma. Fue dificil evaluar la toxicidad sinérgica utilizando
un cambio de la IC50 como una medida de la sinergia debido a la toxicidad de HMC como monoterapia (Tabla 8). El
analisis 3D de los datos confirmé que el protocolo de combinacién de 5 dias no provoco toxicidad sinérgica frente a
la linea celular MM200. La evidencia de sinergia utilizando la combinacion de HMC-gemcitabina fue evaluada
ademas utilizando la secuencia HMC—topotecan (24 horas de exposicion a cada compuesto secuencialmente)
frente a la linea celular MM200 de melanoma. Utilizando el cambio en la IC50 para evaluar la sinergia se observo
que el HMC a una concentracién 2 uM quimiosensibilizaba marcadamente las células MM200 pare el topotecan en
>1000 veces (Tabla 11). Se confirmé que el HMC inducia la quimiosensibilizacién de las células MM200 para el
topotecan utilizando analisis 3D de los datos. Estos datos demuestran que el HMC es capaz de quimiosensibilizar
las células cancerosas al topotecan. Del analisis 3D aparece que la combinacion éptima de HMC y topotecan frente
a la linea celular MM200 de melanoma es de 2 yM de HMC y entre 1y 0,1 uM de topotecan.

Tabla 11. Evaluacién comparativa de la sinergia entre el HMC vy el topotecan frente a la linea celular MM200 de
melanoma. Se muestran datos de la IC50 media para cada agente cuando se evallia como una monoterapia o en
combinacion
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TRATAMIENTO (IC50 uM)

FARMACO Combinado F?;::Tc])tr) icci)e o4 h HMCISgaTrimer F?;::Tc])tr) icci)e
HMC 1 uM 0,115 -14,145 — 0,009 9,304
HMC 2 uM 1,00E-06 Efecto ?HMC — 7,85E-05 >1000
Topotecan 0,095 — 2,216 — —

HMC 0,702 — 17,952 — —
HMC 1 uM 0,000 Efecto ?HMC — 0,044 50,656
HMC 2 uM 1,00E-06 Efecto ?HCM — 1,00E-06 >10000

3.7.5. Combinacién de HMC con camptotecina frente a la linea celular Mel-RM de melanoma

Se evalud la sinergia de HMC con doxorubicina en combinacion durante 5 dias de exposicion o en secuencia
(HMC—doxorubicina) frente a la linea celular Mel-RM de melanoma. Fue dificil evaluar la toxicidad sinérgica
utilizando un cambio de la IC50 como una medida de la sinergia debido a la toxicidad de HMC como monoterapia
(Tabla 12). El analisis 3D de los datos confirmé que el protocolo de combinacion de 5 dias no provocé toxicidad
sinérgica frente a la linea celular Mel-RM, con lo que se observé efectivamente la evidencia de antagonismo. La
evidencia de sinergia utilizando la combinacion de HMC-doxorubicina fue evaluada ademas utilizando el protocolo
de secuencia HMC—doxorubicina (24 horas de exposicion a cada compuesto secuencialmente) frente a la linea
celular Mel-RM de melanoma. Utilizando el cambio en la IC50 para evaluar la sinergia se observé que el HMC a una
concentracion 2 uyM quimiosensibilizaba marcadamente las células Mel-RM para la camptotecina en ~20 veces
(Tabla 12). El analisis 3D de los datos reveld, sin embargo, un marcado grado de sinergia entre HMC y doxorubicina
frente a las células Mel-RM. Estos datos demuestran que el HMC es capaz de quimiosensibilizar las células
cancerosas para el paclitaxel. Del analisis 3D aparece que la combinacion éptima de HMC y camptotecina frente a la
linea celular MM200 de melanoma es de 2 yM de HMC y entre 1 y 0,1 uM de doxorubicina.

Tabla 12. Evaluacion comparativa de la sinergia entre el HMC y la doxorubicina frente a la linea celular Mel-RM de
melanoma. Se muestran datos de la IC50 media para cada agente cuando se evallia como una monoterapia o en
combinacion

TRATAMIENTO (IC50 uM)
FARMACO Combinado F?;::Tc])tr) icci)e o4 h HMCISgaTrimer F?;::Tc])tr) icci)e
Doxorubicina 0,19 — 0,100 — —
HMC 0,54 — 50,515 — —
HMC 1 uM 0,40 -2,06 — 0,062 1,62
HMC 2 uM 0,18 Efecto ?HMC — 8,16E-03 12,22

3.8 Inhibicion de TNFa en macréfagos murinos (RAW 264.7) por los compuestos 4,6y 7

Se cultivo la linea celular RAW 264.7 de macrofagos de raton en DMEM suplementado con FCS, glutamina 2 mM y
50 U/ml de penicilina/estreptomicina. Se separaron las células subconfluentes del matraz por suave rascado y se
sembraron placas de 24 pocillos a 5 x 10° células por pocillo y se dej6é que se adhirieran durante 1 h. Se trataron las
células con el agente de ensayo (en DMSO al 0,025%) o con vehiculo solo, 1 hora antes de la adicion de 50 ng/mi
de LPS. Después de incubacion durante 16 horas, se recogié el medio de cultivo y se conservé a —80 °C para medir
el TNFa utilizando un ensayo inmunométrico por enzimas (Becton Dickinson).

Se analizaron el compuesto 6 y el compuesto 7 y los resultados se muestran en la Figura 12, que indica que los
compuestos ensayados inhiben el TNFa de los macréfagos murinos de una manera dependiente de la dosis a lo
largo de los intervalos de concentraciones analizados.
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Los datos originales para los compuestos 6, 7 y adicionalmente el compuesto 4, se muestran en la Tabla 13 que

sigue.

Tabla 13. Inhibicion de TNFa en macréfagos murinos por los compuestos 4,6y 7

Concentracion (uM) Compuesto 6 Compuesto 7 Compuesto 4
10 -48,7 -26,2 -6,1
1 -13,0 -25,4 -11,9
0,1 -10,4 -1,4 -6,3
0,001 1,0 19,2 -14,3
0,01 — — -11,3

3.9 Evaluacion de HHC como quimiosensibilizante

Se sometio a cribado el HHC como quimiosensibilizante frente a un panel de lineas celulares representativas de una
variedad de indicaciones de cancer utilizando un panel de citotdxicos usados cominmente en el tratamiento del
cancer. Se ha revelado que el HHC tiene capacidad para quimiosensibilizar fuertemente las lineas celulares
cancerosas de diferentes patologias a la gemcitabina (canceres de ovario, de prostata, de mama y pancreaticos, y
glioma) (Tabla 14). Se ha observado una fuerte sinergia utilizando HHC:cisplatino frente a cancer de ovario y de
prostata, una sinergia suave frente a lineas celulares de cancer colorrectal y no se observd ninguna sinergia en el
cancer pancreatico ni en el glioma. Se ha observado sinergia moderada utilizando la combinacion HHC:paclitaxel
frente a las lineas celulares de cancer de mama y colorrectal, y de melanoma. Se han observado datos equivocos
de sinergia utilizando la combinacién HHC:paclitaxel frente a lineas celulares de cancer de ovario y lineas celulares
de glioma y no hubo signos de sinergia frente a las lineas celulares de cancer de préstata y pancreatico. Los datos
han revelado que el HHC es capaz de quimiosensibilizar fuertemente la linea celular MM96L de melanoma para el
cisplatino, carboplatino y dacarbazina (Tabla 7).

Tabla 14. Evaluaciéon de HHC como quimiosensibilizante utilizando un panel de lineas celulares cancerosas y
citotoxicos estandar

Indicaciones de cancer
Farmaco Ovario Prostata Mama Melanoma Glioma Pancreético
CP70 PC3 MDA-468 MMO6L HTB-138 HPAC
SSSSS SSSSS — SSSSS n.o. n.o.
Cisplatino — SSSSS — — n.o. —
SSSSS SSSSS SSSSS — SSSSS SSSSS
Gemcitabina — — — — SSSSS —
n.o. n.o. MS — MS n.o.
Paclitaxel MS — — — n.o. —
— — — — n.o. —
Carboplatino — — — SSSSS — —
Dacarbazina — — — SSSSS — —
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Clave: SSSSS = Sinergia
MS = sinergia moderada
n.o. = no se observa

— =no se analiza
3.10. Eficacia de DHE, HMC y HHC frente a lineas celulares seleccionadas de melanoma

En comparacion con el DHE, tanto el HMC como el HHC demostraron una excelente actividad anti-cancer frente a
una variedad de lineas celulares de melanoma. El HHC fue el agente mas eficaz frente a todas las lineas celulares
de melanoma analizadas hasta ahora teniendo valores de IC50 inferiores a 1 uM (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacion de la eficacia de DHE, HMC y HHC frente a la monoterapia de melanoma

Linea celular de melanoma (IC50 uM)

Andlogo MM200 A2058 IgR3 RM 4405 MMO6L SKMe128
DHE 47714 NT NT NT NT 4,76 4,40
HMC 1,13+0,52 | 1,42+0,48 | 0,51+0,08 1,4+1,6 1,46+0,18 | 1,31+0,38 | 0,68%0,16
HHC 0,66 + 0,28 0,34 0,20 0,39 +0,28 0,50 0,2+0,09 | 0,36 0,34

4.0 Efecto sobre los macréfagos murinos (RAW 264.7) estimulados con LPS

Se cultivo la linea celular RAW 264.7 de macrofagos de ratén en DMEM suplementado con suero fetal de ternera
(FCS), glutamina 2 mM y 50 U/ml de penicilina/estreptomicina. Se separaron las células subconfluentes del matraz
por suave rascado y se sembraron placas de 24 pocillos a 5 x 10° células por pocillo y se dejé que se adhirieran
durante 1 h. Se trataron entonces las células con el compuesto de ensayo a una concentracion 10 uM (en DMSO al
0,025%) o con vehiculo solo, y se incubaron durante 1 hora. Se afiadieron entonces 50 ng/ml de LPS (LPS-Sigma-
Aldrich). Después de incubacion durante 16 horas, se recogié el medio de cultivo y se conservé a -80 °C para las
medidas de eicosanoides utilizando ensayos inmunomeétricos por enzimas (PGE2 y TXB2—Cayman Chemical).

Tabla 16. Porcentaje de cambio en la sintesis de eicosanoides después de incubar el compuesto de ensayo a una
concentracion 10 yM comparado con la incubacién con vehiculo solo. Los valores positivos indican una sintesis
mejorada, los valores negativos indican la inhibicion de la sintesis y consecuentemente dan a entender una actividad
anti-inflamatoria.

Compuesto PGE; TXB2
1 -33,8 0
2 -12,6 16
6 -37,7 -16,4
11 27,2 51,4

La invencién ha sido descrita aqui, con referencia a ciertas realizaciones preferidas, con el fin de facilitar al lector la
practica de la invencién sin una experimentacion indebida.

Sin embargo, un experto normal en la técnica reconocera enseguida que muchos de los componentes y parametros
se pueden variar o modificar en cierta medida sin separarse del alcance de la invencién. Ademas, los titulos,
encabezamientos o similares se proporcionan para mejorar la comprension del lector de este documento, y no se
deben considerar como limitantes del alcance de la presente invencion,

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra
cosa, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, se debe entender que
implican la inclusion de un entero o etapa indicado o un grupo de enteros o etapas indicados pero no la exclusion de
ningun otro entero o etapa o grupo de enteros o etapas.
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Los expertos en la técnica apreciaran que la invenciéon descrita en esta memoria es susceptible de otras variaciones
y maodificaciones distintas a las descritas especificamente. Se entiende que la invencion incluye todas estas
variaciones y modificaciones. La invencion incluye también todas las etapas, caracteristicas, composiciones y
compuestos referidos o indicados individualmente o colectivamente en esta memoria descriptiva y cualquiera y todas
las combinaciones de dos o mas de dichas etapas o caracteristicas.

La referencia en esta memoria descriptiva a cualquier técnica anterior no es, y no debe ser tomada como un

reconocimiento o ninguna forma de sugerencia de que la técnica anterior forma parte del conocimiento general
comun en el campo de lo que se pretende.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para usar como medicamento, estando el compuesto representado por la formula general (1)

Rg

R4O

m

en la que
R1 es alquilo;

R2 y R3 son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi, con la excepcion de que Rz y Rz no son ambos
hidrégeno;

R4, Rsy Re son independientemente hidrégeno, hidroxi, alcoxi o alquilo, y
Ry es hidrégeno,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto para usar como medicamento segun la reivindicacion 1, donde el compuesto esta representado por
la férmula general (I-a):

R0 o]
I-
SN (I-a)
| T Rs
= 3 R
Y
R4
en la que
R1 es alquilo;

R2 y R3 son independientemente hidrogeno, hidroxi o alcoxi, con la excepcion de que R; y R3 no son ambos
hidrégeno, y

R4, Rsy Rg son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
3. El compuesto para el uso de la reivindicacién 2, en donde
R1es alquilo C1.4,

R2 y R3 son independientemente hidrégeno, hidroxi o alcoxi C14, con la condiciéon de que Rz y R3 no son ambos
hidrégeno, y

R4, Rsy Rg son independientemente hidrogeno, hidroxi o alcoxi,
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
4. El compuesto para el uso de la reivindicaciéon 3, en donde
R1es metilo, etilo, propilo o isopropilo,

R2y Rs son independientemente hidrogeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi, con la excepcion de que R
y Rs no son ambos hidrégeno, y

R4 es hidrégeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi; y

Rsy Rs son independientemente hidrogeno, hidroxi, metoxi, etoxi, propoxi o isopropoxi,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
5. El compuesto para el uso de la reivindicacion 4, en donde

R es metilo,

R2 y R3 son independientemente hidrégeno, hidroxi o metoxi, con la excepcion de que Rz y Rz no son ambos
hidrégeno;

R4y Rs son independientemente hidrogeno, hidroxi o metoxi; y

Rs es hidrégeno,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
6. El compuesto para el uso de la reivindicacién 2, seleccionado de:
3-(4-metoxifenil)-4-(4-metoxifenil)-7-metoxicromano.

7. Uno o mas compuestos de la formula (I) o (I-a) segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso en
quimioterapia o como un agente radiosensibilizante o quimiosensibilizante.

8. El uso de uno o mas compuestos de la férmula (1) o (I-a) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables, opcionalmente en asociacién con un vehiculo y/o excipiente para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento, prevencion o mejoria de una enfermedad o trastorno.

9. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el uso de la reivindicacion 8, en donde
dicho medicamento es para el tratamiento del cancer o una masa tumoral, tal como cancer o masa tumoral de origen
epitelial (incluyendo células de cancer de prostata, de ovario, de cuello uterino, de mama, de vesicula biliar,
pancreatico, colorrectal, renal, y de cancer de pulmon de células no pequefias), de origen mesenquimal (incluyendo
células cancerosas de melanoma, mesotelioma y de sarcoma), o de origen neural (incluyendo células cancerosas de
glioma).

10. Una composicién farmacéutica para usar como medicamento que comprende uno o mas compuestos de la
férmula (I) o (lI-a) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, en asociacion con uno o mas vehiculos, excipientes, sustancias auxiliares y/o diluyentes farmacéuticos.

11. La composicidon farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 10, que comprende ademas un agente
quimioterapéutico adicional, tal como cisplatino, deshidroequol, paclitaxel, gemcitabina, doxorubicina, topotecan o
camptotecina.

12. El compuesto para el uso de la reivindicacion 2, que tiene la férmula general (I-b):
R0

1-b)

en la que:
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R1 es alquilo C1.,
R2, R3y R4 son independientemente hidrogeno, hidroxi o alcoxi C1.6, y
Rs es hidrégeno, hidroxi, alcoxi C1. 0 alquilo C1.,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

5 13. El compuesto para el uso de la reivindicacién 2, que tiene la férmula general (I-c):

en la que:
R1 es alquilo C1.,
Rz es hidroxi o alcoxi C1.6, ¥
10 R4 es hidroxi o alcoxi C1.,
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
14. El compuesto para el uso de la reivindicacién 13, en donde R; es hidroxi o metoxi.

15. El compuesto para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 13 6 14, en donde R4 es hidroxi o metoxi.
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Induccion de apoptosis en melanoma (24 h)
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