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@Resumen:

Actividad antitumoral de taiwaniaquinoides vy
compuestos relacionados.

La invencion define el uso de un compuesto de
féormula general (I) para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de un
cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de
pancreas, cancer hepatico y neuroblastoma; y en el
tratamiento y/o profilaxis de sindromes
mieloproliferativos agudos y crénicos.
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DESCRIPCION

ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE TAIWANIAQUINOIDES Y COMPUESTOS

RELACIONADOS

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a la actividad antitumoral de compuestos
de tipo taiwaniaquinoide frente a tumores sdlidos tales como los
cdnceres de mama, neuroblastomas, pulmén, colorrectal, hepatico y
pancreas, y frente a sindromes mieloproliferativos agudos vy
crénicos, tanto en humanos como en animales. Mas en particular,
la invencidén se refiere al uso de dichos compuestos para la
preparacién de farmacos destinados al tratamiento y/o profilaxis

de dichas enfermedades y trastornos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Como es conocido en el estado de la técnica, el cancer es un
conjunto de enfermedades caracterizadas por la produccidén anormal
de células malignas capaces de invadir tejidos y Oo6rganos y
dispersarse por todo el organismo. En la actualidad, en Espafia,
como en la mayoria de los paises desarrollados, el céancer es el
principal problema de salud y primera causa de muerte, siendo
responsable de 64.000 y 39.000 muertes en varones y mujeres
respectivamente en el afilo 2007. En mujeres, el cancer de mama y
de colon fueron 1los mayores responsables de la mortalidad
(16,2%), mientras que el cancer de pulmén es el que mayor nimero
de muertes causd en varones (27,5%), seguido del cancer de colon
(12,9%) y el de prostata (9,1%) [Cabanes A, Vidal E, Aragonés N,
Pérez-Gémez B, Pollan M, Lope V, Lépez-Abente G. Cancer mortality
trends in Spain: 1980-2007. Ann Oncol (2010); 21 (Suppl 3):1iil4-
20] . Por otro lado, el cancer de colon es el de mayor prevalencia
a nivel europeo (436.000 casos) seguido del céancer de mama
(421.000 casos) y del cancer de pulmén (391.000 casos), siendo

este UGltimo la principal causa de muerte en el continente, con
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342.000 muertos en 2010.

El tratamiento del céncer debe realizarse a través de un abordaje
multidisciplinar, es decir, que se precisa de la combinacidén de
varias modalidades terapéuticas como son: la cirugia, la
radioterapia, la gquimioterapia, la terapia fotodinamica y 1la
terapia génica para conseguir un control eficaz de la enfermedad.
Ademds, en el caso del cancer de mama, actualmente es muy
empleada la terapia hormonal, debido a que la mayor parte de este
tipo de céanceres son positivos para los receptores de estrdgenos,
siendo el Tamoxifeno, el Anastrazol, el Letrozol y Exemestano los
farmacos de eleccidn para este tipo de terapia [Lash TL, Lien EA,
Serensen HT, Hamilton-Dutoit S. Genotype-guided tamoxifen
therapy; time to pause for reflection? Lancet Oncol (2009);

10(8):825-33].

Otro de 1los factores a tener en cuenta para establecer un
tratamiento adecuado frente al cancer de mama es la
sobreexpresidén del receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano tipo 2 (HER2). Debido a ello, a lo largo de los tltimos
afios se han introducido varios farmacos destinados a bloquear las
rutas intracelulares mediadas por ficho receptor, entre los que
destaca el anticuerpo monoclonal Trastazumab [Verma S, Lavasani
S, Mackey J, Pritchard K, Clemons M, Dent S, Latreille J,
Lemineux J, Provencher L, Verma Sh, Chia S, Wang B, Rayson D.
Optimizing the management of her2-positive early breast cancer:
the clinical reality. Curr Oncol (2010); 17(4):20-33] y el
inhibidor de la tirosina kinasa Lapatinib, que induce apoptosis o
detencidén del crecimiento de tumores que son positivos para HER2
[Tanizaki J, Okamoto I, Fumita S, Okamoto W, Nishio K, Nakagawa
K. Roles of BIM induction and survivin downregulation 1in
lapatinib-induced apoptosis in breast cancer cells with HER2

amplification. Oncogene (2011); doi:10.1038/onc.2011.111].

Ademds de este tipo de terapias, para el tratamiento del cancer
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se utilizan otros agentes como el 5-Fluorouracilo, antraciclinas,
taxanos, vinorelbina, sales de platino, ciclofosfamida vy
metotrexato [Gllick S. Adjuvant chemotherapy for early breast
cancer: optimal use of epirubicin. Oncologist (2005); 10(10):780-
91]. Sin embargo, la toxicidad manifiesta de los agentes
antineopléasicos es un factor limitante para la curacidén de la
enfermedad e incluso para su uso en funcidén del estado del
paciente y sus condiciones fisiopatolégicas generales. Por ello,
es necesaria la biGsqueda de nuevos farmacos que presenten mayor
eficacia y especificidad frente a células malignas, respetando al

mismo tiempo la integridad de las células normales.

Asi, la presente invencién se relaciona con las propiedades
farmacolégicas antitumorales de una serie de compuestos de tipo

taiwaniaquinoide.

Los taiwaniaquinoides pertenecen a una familia de diterpenoides
triciclicos que presentan un inusual esqueleto de 4a-metiltetra-
(o hexa-)hidrofluoreno. Estos compuestos han sido aislados
durante los Gltimos quince afios a partir de diferentes coniferas
de Asia oriental, principalmente de 1la especie Taiwania
cryptomerioides, lo que les ha conferido su denominacién, y en
menor medida a partir de extractos de Salvia dichroantha y Thuja

standishii.

Algunos compuestos obtenidos de extractos de Thuja standishii
fueron ensayados por Iwamoto et al. para determinar su capacidad
quimiopreventiva del cancer. Entre ellos, el Gnico con estructura
de 4a-metil-hexa-hidrofluoreno, el standishinal, presentaba una
actividad promotora antitumoral muy baja comparada con el resto
(Iwamoto M, Ohtsu H, Tokuda H, Nishino H, Matsunaga S, Tanaka R,
Bioorg Med Chem 2001, 9, 1911-1921).




10

15

20

25

30

ES 2 430 604 Bl

Por otro lado, estos compuestos se ensayaron también para
determinar su capacidad de inhibir la actividad aromatasa y, por
tanto, de disminuir los niveles de estrdgenos en plasma, a fin de
evaluarlos como posibles candidatos para su empleo en el
tratamiento de canceres dependientes de estrdédgenos (Minami T,
Iwamoto M, Ohtsu H, Ohishi H, Tanaka R, Yoshitake A, Plant Med

2002; 68 742-745). '

Recientemente, Chang et al. han evaluado la actividad citotéxica
presentada por algunos de estos compuestos contra el carcinoma
epidermoide, concluyendo que la actividad antitumoral de 1los
mismos parece residir en la funcién aldehido (Chang C-I, Chang J-

Y, Kuo Ch-Ch, Pan W-Y, Kuo Y-H, Plant Med 2005, 71: 72-76).

Los presentes autores han descubierto sorprendentemente dque
compuestos de tipo taiwaniaquinoide con esqueleto 4a-metil-hexa-
hidrofluoreno pero sin grupos aldehido en su estructura muestran
una buena eficacia antitumoral contra canceres sélidos tales como
el céncer de mama, el cancer colorrectal, el cancer de pulmdn, el
cancer de pancreas, el cancer hepatico y el neuroblastoma; asi

como contra sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

La sintesis de este tipo de compuestos ha sido descrita por
Alvarez-Manzaneda et al. [(l1l) Alvarez-Manzaneda E, Chahboun R,
Cabrera E, Alvarez E, Haidour A, Ramos JM, Alvarez-Manzaneda R,
Charrah Y, Es-Samti H, “An enantiospecific route towards
taiwaniaquinoids. First synthesis of (-)-taiwaniaquinone H and (-
) -dichroanone”, Org Biomol Chem (2009), 7(24):5146-5155; (2)
Alvarez-Manzaneda E, Chahboun R, Alvarez E, Tapia R, Alvarez-
Manzaneda R, “Enantioselective total synthesis of cytotoxic
taiwaniaquinones A and F”, Chem Commun (2010); 46, 9244-9246; y
(3) Tapia R, Guardia JJ, Alvarez E, Haidour A, Ramos JM, Alvarez-

Manzaneda R, Chahboun R, Alvarez-Manzaneda E, “General Access to
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Taiwaniaquinoids Based on a Hypothetical Abietane C7-C8 Cleavage

Biogenetic Pathway”, J. Org. Chem. (2012), 77, 573-584].

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidén, por tanto, tiene por objeto proporcionar
el uso de un compuesto de férmula general (I) para la fabricacidén
de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de un céncer
sb6lido seleccionado entre cancer de mama, cancer colorrectal,
cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer hepatico vy
neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de sindromes

mieloproliferativos agudos y crénicos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona el uso de un compuesto de

férmula general (I) (en adelante “el uso de la invencidén”)

en la que
R', R?’, R?’, R* y R® representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH;OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -

NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
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CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH y -CH,COOR, donde R Yy R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alguenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Cs-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4; o junto al &tomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al &atomo de

carbono al que estan unidos forman un grupo epoxi;

R® y R®° representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, halbégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
- CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo C¢-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mds sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un dgrupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;

7Z representa C=CH, o CRY™R'Y, donde R' y R' representan
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independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOCH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4, 1lineal o
ramificado, y arilo Cs-Cio, opcionalmente sustituido con uno o
mds sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre alquilo o alquenilo C;-C4; O bien

Z representa CRYZ y ----- en el anillo de 5 miembros representa
un doble enlace, donde R' representa un grupo seleccionado
entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN,
-COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -
CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente entre si
un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o
ramificado, y arilo C¢-Cio, opcionalmente sustituido con uno o
mads sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C,;

X e Y representan a la vez C=0 o CRY, donde R' representa un
grupo seleccionado entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR,
~-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CHOR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR; donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mds sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
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CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

algquilo o alquenilo C;-Cy;

y donde R™ y R’ pueden estar opcionalmente unidos entre si

formando un grupo -0-CH,-0O-;

opcionalmente en forma de enantidémeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un céancer sélido seleccionado entre céncer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

En particular, se proporciona el uso de un compuesto de fdérmula

general (I) en la que X e Y representan a la vez C=0.

Asi en una realizacidén particular, se proporciona el uso de un

compuesto de fdérmula general (I):

en la que

R', R?*, R}, R® y R® representan independientemente entre si un
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grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,;OR, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo C¢-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mds sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH;NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si wun grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cy;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mds sustituyentes
seleccionados entre halégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH;NH,, -CH,COOH vy -CH;COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;; o junto al atomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al &tomo de

carbono al que estan unidos forman un grupo epoxi;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH 0% -CH,COOR, donde R Yy R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
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opcionalmente sustituido con uno o mwas sustituyentes

seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C;;

Z representa C=CH, o CR™R'Y, donde R y R'" representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C4-C;p, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre alquilo o alquenilo C;-C,; o bien

Z representa CR™ y ----- en el anillo de 5 miembros representa
un doble enlace, donde R'? representa un grupo seleccionado
entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN,
-COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -
CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente entre si
un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C¢-C;o, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,0H, -CH,0Ra, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C4;

X e Y representan a la vez C=0;
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opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
proférmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sdlido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmdn, cancer de pancreas, cancer
hepdtico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

En particular, se proporciona el uso de un compuesto de férmula
general (I) en la que X e Y representan a la vez C=0 y Z

representa C=CH,.

Asi, una realizacidén particular, se proporciona el uso de un

compuesto de fébrmula general (I)

R RS Q)

en la dque
R', R?’, R’, R* y R’ representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH;OH, -CH,OR, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COCR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
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opcionalmente sustituido con uno o mds sustituyentes

seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,0OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4;, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,; o junto al atomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o© junto al &tomo de

carbono al que estan unidos forman un grupo epoxi;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,;NH,,
-CH,COOH Y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mds sustituyentes
seleccionados entre halégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COCH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra Yy Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre
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alquilo o alquenilo C;-C,;

Z representa C=CH;;

X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un céncer sbélido seleccionado entre cdncer de mama,
céncer colorrectal, cancer de pulmdén, cancer de péncreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

En particular, se proporciona el uso de un compuesto de férmula
general (I) en la que X e Y representan a la vez C=0 y 2Z
representa CRYYR'.

Asi, una realizacidén particular, se proporciona el uso de un

compuesto de fdérmula general (I)

en la que

R', R?>, R?, R* y R’ representan independientemente entre si un
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grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COCR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo C¢-Ciy,
opcionalmente sustituido con wuno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Y -CH,COOCR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o algquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cs-Cy,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldbgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa,

CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;; o junto al atomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al &atomo de

carbono al que estadn unidos forman un grupo epoxi;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
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opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cy;

Z representa  CR'R'?, donde R y R representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre algquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C¢-Ciy, opcionalmente sustituido con uno o
mads sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CHORa, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y RDb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C4;

X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidémeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
cadncer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crdénicos.

Mas en particular, se proporciona el uso de un compuesto de
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férmula general (I) en la que X e Y representan a la vez C=0, Z

105511
R

representa CR , v R® vy R” junto al &tomo de carbono al que

estdn unidos forman un grupo epoxi.

Asi, una realizacidén mas particular, se proporciona el uso de un

compuesto de general (I)

en la que
R', R?>, R}, R* y R® representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH;OH, -CH,OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre halégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cs;

R® y R’ junto al &tomo de carbono al que estédn unidos forman un

grupo epoxi;

R® Y R’ representan independientemente entre si un grupo

seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR, -
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NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
~-CH,COOH Y -CH,COOR, donde R N R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Cs-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mads sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra Yy Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cy;

Z representa  CR'R', donde R y R' representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CHOR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo ¢;-C,, lineal o
ramificado, y arilo Cs-C;o, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C4;

X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidédn de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sdélido seleccionado entre cancer de mama,

cancer colorrectal, cancer de pulmdn, cdncer de pancreas, cancer



10

15

20

25

ES 2 430 604 Bl

hepdtico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crdnicos.

En particular, se proporciona el uso de un compuesto de férmula
general (I) en la que X e Y representan a la vez C=0, 2Z
representa CR? y ----- en el anillo de 5 miembros representa un

doble enlace.

Asi, una realizacidn particular, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula general (I)

en la que
R', R?’, R’, R* y R® representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH;OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR, donde R vy R/ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mas sustituyentes
seleccionados entre halbgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,0H, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra vy Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;
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R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
- CH,COOH Y -CH,COOR, donde R vy R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa,

CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o algquenilo C;-C;; o junto al dtomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al A&Atomo de

carbono al que estén unidos forman un grupo epoxi;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,
- CH,COOH Y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cs-Cio,
opcionalmente sustituido <con wuno o mds sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C;

Z representa CRZ? y ----- en el anillo de 5 miembros representa
un doble enlace, donde R'? representa un grupo seleccionado
entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN,
-COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -

CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente entre si

20
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un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C¢-Cip, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,0Ra, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-Cy;
X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmdén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

En particular, se proporciona el uso de un compuesto de férmula

general (I) en la que X e Y representan cada uno CR.

Asi, una realizacidn particular, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula general (I)

R3 R4 (I)

21
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en la que

R', R?’, R?, R' y R’ representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH;OH, -CH,OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-Cs, lineal o ramificado, y arilo Ce-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mds sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alguenilo C;-C4;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, halbégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Yy -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si wun grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Ce-Cio,

opcionalmente sustituido con wuno o mas sustituyentes

seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH;ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-Cs;; o junto al atomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al A&Atomo de

carbono al que estdn unidos forman un grupo epoxi;
R® y R’ representan independientemente entre si un grupo

seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,

22
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- CH,COOH Y ~-CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo C¢-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o© mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cy;

Z representa C=CH, o CR'R'Y, donde R y R' representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C;, 1lineal o
ramificado, y arilo C¢-C;o, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre alquilo o alquenilo C;-C;; o bien

Z representa CR?® y ----- en el anillo de 5 miembros representa
un doble enlace, donde R'? representa un grupo seleccionado
entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN,
-COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,0OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -
CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente entre si
un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,;, lineal o
ramificado, y arilo C¢-C;9, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb

representan independientemente entre si un grupo seleccionado
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entre alquilo o alquenilo C;-C4;

X e Y representan cada uno CR'?, donde R representa un grupo
seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Y -CH,COOR; donde R y R/ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C4, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra Yy Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;

y donde R™ y R’ pueden estar opcionalmente unidos entre si

formando un grupo —-0O-CH,-O-;

opcionalmente en forma de enantidémeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmbdn, cancer de pancreas, cancer
hepdtico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crdénicos.

En una realizacidén preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula general (I)

24
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R3 R4 ( I)

en la que R' y R® representan H; R’ y R* representan -CH;; R’
representa H; Z representa CR'R', donde R' y R' representan
independientemente entre si un grupo H, -CH,COOH o -CH,COOR,
donde R representa un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C1-C4, lineal o ramificado, y arilo Cs-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o© mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHR, -NRaRb,
-CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -CH,NH,, -
CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan independientemente
entre si un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4; R®
y R’ junto al atomo de carbono al que estd&n unidos forman un
grupo -CH=CH-; R® y R’ representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,

CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente
entre si un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4,
lineal o ramificado, y arilo C¢-C;,, opcionalmente sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -
ORa, -NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH;ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre sgi un grupo seleccionado
entre alquilo o alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez

C=0;

opcionalmente en forma de enantidémeros puros, mezclas racémicas,
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profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

En otra realizacidén preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de fdérmula general (I)

R3 R4 (‘)

en la que R' y R® representan H; R’ y R* representan -CH;; Z
representa CR? y ----- en el anillo de 5 miembros representa un
doble enlace, donde R'? representa H; R® y R’ junto al &tomo de
carbono al que estan unidos forman un grupo -CH=CH-; R® y R’
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,;, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -
COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CHOR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOCR,
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o algquenilo C;-C4, lineal o
ramificado, y arilo Ce¢-Cyp, oOpcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH,

CH,ORa, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o

alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez C=0;
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opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

En una realizacién preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula general (I)

R3 R4 (I)

en la que R' y R® representan H; R’ y R* representan -CH;; R°
representa H o -OH; Z representa C=CH,; R® y R’ junto al atomo de
carbono al que estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; R® y R’
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -
COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COOR,
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C¢-Cyy, oOpcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
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alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantiémeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

En una realizacién preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula general (I)

R 0)

en la que R' y R® representan H; R’ y R* representan -CH;; R®
representa H; Z representa C=CH,, R® y R’ representan -OH; R® y R®
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -
COOH, -COOR, -CONRR’, -CH)OH, -CH,OR, -CH;NH;, -CH,COOH y -CH,COOR,
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo C4-Cjp, opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH;NH;, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o

28




10

15

20

25

ES 2 430 604 Bl

alquenilo C;-C,;; y X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama

y céncer colorrectal.

En una realizacién preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de fdérmula general (I)

R3 R4 (l)

en la que R' y R? representan H; R® y R! representan -CH;; R®
representa H; Z representa CR'’R'*, donde R'° y R representan H o
—CH,0H; R® y R’ junto al &tomo de carbono al que estdn unidos
forman un grupo epoxi; R® y R’ representan independientemente
entre si un grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -
NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -
CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C4, lineal o) ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -NRaRDb,
-CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -CH,NH,,

29




10

15

20

25

30

ES 2 430 604 Bl

CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan independientemente
entre si un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4; Yy

X e Y representan a la vez C=0;

opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,
profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;

para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

En una realizacidn atn mas preferida, se proporciona el uso de un

compuesto de férmula (I) seleccionado de entre:

(1) (4bs,8aS)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(2) (4bs,8a8) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(3) (4bS, 8asS,9R)-9- (acetiloximetil) -2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(4) (4bS, 8a8,9R) -9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b, 8,8-trimetil-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(5) (4bs,8aS,9R)-9- (acetiloximetil) -3-bromo-2-isopropil-
4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -

diona;

(6) (4bsS,8aS,9R) -9- (hidroximetil) -3-bromo-2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;
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(7) (4bs, 8a8,9R) -3-hidroxi-9- (hidroximetil) -2-isopropil-4Db, 8,8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(8) (S)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(9) (S)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-
tetrahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(10) (4bS)-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(11) (4bR)-8a-hidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-
metilen-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(12) (4bS)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(13) (4bS) -4a,9a-dihidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8, 8-
trimetil-9-metilen-4b,5,6,7,8,8a,9,9a-octahidro-1H-fluoreno-

1,4 (4aH)-diona; y

(14) (4aR,4bs,8as8,9S,9a8) -3-hidroxi-4a, 9a-epoxi-9-
(hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-4b,5,6,7,8,8a,9,9%a-

octahidro-4aH-fluoren-1,4-diona;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sbélido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmdén, cancer de pancreas, cancer
hepdtico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.
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En otra realizacidén aln mas preferida, se proporciona el uso de

un compuesto de fdérmula (I) seleccionado de entre:
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(1) (4bS,8aS)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(2) (4bs, 8aS) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(3) (4bS, 8aS8,9R) -9- (acetiloximetil) -2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluorenoc-1,4 (4bH) -diona;

(4) (4bS, 8aS,9R) -9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(5) (4bs,8aS,9R)-9- (acetiloximetil) -3-bromo-2-isopropil-
4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a, 9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -

diona;

(6) (4bS, 8aS,9R) -9- (hidroximetil) -3-bromo-2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(7) (4bs, 8aS,9R) -3-hidroxi-9- (hidroximetil) -2-isopropil-
4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -

diona;

(8) (8)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-

fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(9) (S)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-
tetrahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(10) (4bS)-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
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5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(11) (4bR)-8a-hidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-
metilen-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(12) (4bS)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluorenc-1,4 (4bH) -diona;

(13) (4bS)-4a,9a-dihidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-
trimetil-9-metilen-4b,5,6,7,8,8a,9,9a-octahidro-1H-fluoreno-
1,4 (4aH) -diona; y

(14) (4aR, 4bS, 8aS8,9S,9%a8) -3-hidroxi-4a, 9a-epoxi-9-
(hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-
4b,5,6,7,8,8a, 9, 9a-octahidro-4aH-fluoren-1,4-diona;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sbélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

Asimismo, la presente invencidén proporciona el uso de una
composicién farmacéutica que contenga como ingrediente activo un
compuesto de férmula (I), segin se ha definido previamente, para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
céncer colorrectal, cancer de pulmdén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos.

En una realizacién particular, se proporciona el uso de una
composicidén farmacéutica que contenga como ingrediente activo un
compuesto de férmula (I), seglin se ha definido previamente, para

la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
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profilaxis de un céncer sbélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.

En dichas composiciones farmacéuticas se incluyen excipientes
farmacéuticamente aceptables que permiten la formulacidén adecuada
de las mismas. Asi, las composiciones farmacéuticas pueden
formularse para su administracidén oral, intravenosa, tépica,
rectal, subdérmica, etc. Por tanto, pueden presentarse en forma
de soluciones, comprimidos, capsulas, implantes, etc. Asimismo,
dicha formulacidén puede ser de 1liberacidén inmediata o de
liberacién controlada. En cualquier caso, sera el facultativo el
que determine la dosificacidén mds adecuada de la misma en funcidén
de la edad del paciente, su estado de salud general, su peso, Yy

el tipo y extensidén de la enfermedad o trastorno a tratar.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencidén y no deben ser

considerados como limitativos del alcance de la misma.

EJEMPLO 1
Determinacién de 1la capacidad antitumoral de compuestos

taiwaniaquinoides de férmula general (I).

1. Lineas celulares.

Se evaludé la actividad antitumoral de diferentes compuestos
taiwaniaquinoides de férmula general (I) wutilizando 1lineas
celulares tumorales humanas, tanto de mama como de colon.
Asimismo, con objeto de poder calcular el indice terapéutico de
los compuestos, se evalud también el efecto de los diferentes
compuestos sobre lineas humanas normales de mama (MCF-10A) y de
colon (CCD-18Co). A continuacién se detallan las 1lineas

utilizadas y las principales caracteristicas de las mimas.

Lineas celulares de mama:
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- MCF7 (Referencia de la “American Type Culture Collection”,
ATCC: HTB-22). Linea celular tumoral de tipo epitelial derivada a
partir de un adenocarcinoma de la glandula mamaria humana, de una
paciente caucasica de 69 aflos. Las células expresan receptores de
estrdgenos y el oncogén WNT7B, y entre los productos celulares
que producen se encuentran las proteinas de unidén al factor tipo-

insulina (IGFBP) BP-2, BP-4 y BP-5.

- MDA-MB-468 (Referencia de la ATCC: HTB-132). Linea celular
tumoral de tipo epitelial derivada de un adenocarcinoma de
glandula mamaria humana de una paciente de 51 aflos de edad. las
células expresan los receptores celulares para EGF y TGF-«, Yy

antigenos HLA Aw23, Aw30, B27, Bw35, Cw2 y Cw4.

- T-47D (Referencia de la ATCC: HTB-133). Linea celular tumoral
de tipo epitelial derivada de un carcinoma ductal de mama humano,
a partir de muestras de una paciente de 54 afios de edad. Las
células expresan receptores de andrdgenos, estrdégenos,
progesterona, glucocorticoides y prolactina, y ademds expresan el

oncogén WNT7B.

- MCF-10A (Referencia de la ATCC: CRL-10317). Es una 1linea
celular no tumoral de morfologia epitelial, derivada a partir de
tejido glandular de mama de una mujer caucasica de 36 afios de
edad. Las células son positivas para sialomucinas epiteliales,
citoqueratinas y el antigeno globular de la grasa de la leche

humana.

Lineas celulares de colon:

- T84 (Referencia de la ATCC: CCL-248). Linea celular tumoral de

morfologia epitelial aislada a partir de una metdstasis pulmonar
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de un carcinoma colorrectal de un paciente de 72 afios de edad.
Las células de esta linea presentan receptores para un amplio
grupo de hormonas y neurotransmisores, y entre los productos
celulares que producen se encuentran el antigeno

carcinoembrionario (CEA) y la queratina.

- HT-29 (Referencia de la ATCC: HTB-38). Linea celular tumoral
aislada en 1964 a partir de muestras de adenocarcinoma
colorrectal procedentes de una mujer caucasica de 44 afios de
edad. Estas células presentan una morfologia epitelial y son
capaces de producir el antigeno carcinoembrionario, mucina y
proteinas de unidén al factor TGF-$. Por otro lado, también
expresan receptores adrenérgicos del tipo alpha2A y el receptor

u-PAR.

- SW-480 (Referencia de la ATCC: CCL-228). Linea celular tumoral
procedente de muestras de adenocarcinoma colorrectal de un
paciente caucédsico de 50 afios de edad. Sus células expresan el
antigeno carcinoembrionario (CEA), queratina, TGF-$, el receptor
del factor de crecimiento epitelial (EGF) y los antigenos HLA A2,

B8 y B17.

- RKO (Referencia de la ATCC: CRL-2577). Linea celular tumoral de
carcinoma de colon humano. Sus células se caracterizan por

expresar receptores u-PAR y por ser salvajes para p53.

- CCD-18Co (Referencia de 1la ATCC: CRL-1459). Linea celular
normal (no tumoral) de colon humano. Estas células se
caracterizan por poseer una morfologia fibroblastica y por

alcanzar un estado senescente celular a partir del pase 42.

Las diferentes lineas celulares fueron obtenidas a través Banco

de Células del Centro de Instrumentacidn Cientifica de 1la
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Universidad de Granada.

2, Mantenimiento de los cultivos.

Los cultivos se mantuvieron en frascos estériles tipo Falcon (de
25 & 75 cm?, Sarstedt), en estufa (Ster-Cult CO, Incubator,
Thermo Electrén Corporatiom, USA) a 37 °C con una atmésfera de 5%
de CO, y 90% de humedad. La manipulacién de los cultivos se
realizd bajo condiciones de esterilidad, en cabina de flujo

laminar (Aura Vertical S.D.4, Bio Air Instruments, Italia).

Para el mantenimiento en cultivo de todas las lineas celulares,
excepto la 1linea MCF-10A, se utilizé el medio de cultivo
Dulbecco”s Eagle modificado (DMEM) (Gibco, Paisley, UK)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Sigma) inactivado en
calor himedo a 56 °C durante 30 minutos, 10 ml/l de penicilina-
estreptomicina 100X (Sigma) y 2 mM L-glutamina. La linea MCF-10A
fue cultivada en medio F-12 suplementado con 10 ml/1 de
penicilina-estreptomicina 100X (Sigma), 20 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico (EGF), 100 ng/ml de toxina colérica, 10
pg/ml de insulina bovina, O,S pg/ml de hidrocortisona y 5% de

suero de caballo inactivado (Sigma).

Los diferentes cultivos, conforme alcanzaban la confluencia,
fueron resembrados en nuevos Falcons. Para ello se desechd el
medio de cultivo y lavamos dos veces con PBS (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA), se afiadié 0,1 ml/cm’ de tripsina- EDTA
previamente calentada a 37 °C (0,25% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS,
Sigma) y se incubdé durante 3 minutos a 37 °C en estufa de CO,. A
continuacién se afiadid 0,1-0,2 ml/cm? de medio de cultivo fresco
y se dispersaron los agregados celulares con ayuda de una pipeta
pasteur. Tras esto, se centrifugd a 1600 r.p.m durante 5 minutos,
se desechd el sobrenadante y se resuspendid el botdén celular en

su respectivo medio de cultivo completo. Posteriormente, se

37



10

15

20

25

30

ES 2 430 604 Bl

realizd un contaje con camara de Neubauer (Zuzi Corp., France), y
se diluyd hasta obtener una concentracién de 0,5 x 10° células/ml

para, finalmente, sembrarlas en nuevos frascos estériles.

3. Método de congelacidén celular.

Los cultivos celulares, para su almacenamiento, fueron congelados
en nitrdégeno liquido a -196 °C. Para ello, se dispusieron en un
medio de congelacidn constituido por suero fetal bovino (Sigma),
inactivado en calor himedo a 56 °C durante 30 minutos, y dimetil
sulféxido (DMSO, Sigma) al 10%. En primer lugar, las células
fueron despegadas de los frascos de cultivo mediante el protocolo
descrito anteriormente. A continuacién el botdn celular se
resuspendié en medio de congelacién a razdén de 0,5 x 10°
células/ml, y se distribuyd en diferentes criotubos (Nunc, USA),
que después se dispusieron en un congelador a -80 °C durante 24
h, con objeto de 1llevar a cabo una congelacidn progresiva.
Finalmente, los criotubos fueron introducidos en contenedores de

nitrégeno liquido.

4. Método de descongelacidn celular.

Las lineas celulares, conservadas en criotubos y almacenada en
nitrégeno liquido, fueron descongeladas con calor himedo a 37 °C.
A continuacién se limpiaron externamente 1los criotubos con
alcohol al 70% y se abrieron en condiciones de esterilidad. Tras
ello, se resuspendieron las células en medio de cultivo estéril a
37 °C y se lavaron dos veces con PBS para eliminar los restos de
DMSO. A continuacién, las células fueron resuspendidas nuevamente
en medio de cultivo completo estéril y, tras realizar un contaje
con camara de Neubauer, se diluyeron hasta obtener wuna
concentracién de 2 x 10* células/ ml, para finalmente sembrarlas

en nuevos frascos.

5. Preparacidn de los compuestos a ensayar.
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En la siguiente tabla se recogen los diferentes compuestos que se

han utilizado en este ensayo.

Tabla 1. Relacidén de compuestos de férmula (I) ensayados

Ej. [R|R|[ R [ R*|R° | R R’ R® R® X Y zZ -
1 2
1 H|H  Me | Me H CH=CH iPr H = = CH, -
2 H| H| Me | Me H CH=CH iPr Br = = CH, -
3 H|H|Me |Me | H CH=CH iPr H = = CHCH,0AC | -
4 H| H| Me | Me H CH=CH iPr H = = CHCH,0H -
5 H| H | Me | Me H CH=CH iPr Br = = CHCH,0AC -
6 H|H | Me | Me H CH=CH iPr Br = = CHCH,0H -
7 H| H| Me | Me H CH=CH iPr OH = = CHCH,OH -
8 H| H | Me | Me - CH=CH iPr H = = CH Doble
enlace
9 H| H| Me | Me - CH=CH iPr Br C=0 | C=0 CH Doble
enlace
10 H|H|Me  Me | H CH=CH iPr | oMe = = CH=CH, -
11 H| H| Me | Me | OH CH=CH iPr | oMe = = CH=CH, -
12 H| H| Me | Me | OH CH=CH iPr Br = = CH=CH, -
13 H| H| Me | Me H OH OH iPr | oMe = = CH=CH, -
14 H| H| Me | Me H | CH,-O-CH, iPr OH = = CHCH,OH -
5
Estos compuestos se prepararon segin el método descrito en (1)
[Alvarez-Manzaneda E, Chahboun R, Cabrera E, Alvarez E, Haidour
A, Ramos JM, Alvarez-Manzaneda R, Charrah Y, Es-Samti H, "“An
enantiospecific route towards taiwaniaquinoids. First synthesis
10 of (-)-taiwaniaquinone H and (-)-dichroanone”, Org Biomol Chem
(2009), 7(24):5146-5155] y (3) [Tapia R, Guardia JJ, Alvarez E,
Haidour A, Ramos JM, Alvarez-Manzaneda R, Chahboun R, Alvarez-
Manzaneda E, “General Access to Taiwaniaquinoids Based on a
Hypothetical Abietane C7-C8 Cleavage Biogenetic Pathway”, J. Org.
15 Chem. (2012), 77, 573-584, supral
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Los compuestos fueron disueltos en DMSO puro hasta obtener una
concentracidén de entre 1 y 5 mg/ml en funcidén del peso molecular
de cada uno de los mismos. Las soluciones stock fueron

almacenadas a -20° C hasta su utilizacién.

6. Tratamiento de las lineas celulares con los compuestos.

Se siguid el siguiente protocolo con todas las lineas celulares:

- Las células se despegaron de la superficie de los frascos de
cultivos utilizando tripsina diluida en PBS (1:4) durante unos 5-
10 minutos a 37 °C en estufa de CO, Una vez despegadas las
células, se inactivé la tripsina con medio de cultivo completo y
se centrifugd a 1600 r.p.m. durante 5 minutos. Una vez
centrifugadas, se elimind el sobrenadante y se resuspendid el
botén celular en unos mililitros de medio. A continuacidén, se
procedid a contar el nimero de células con la ayuda de una camara
de Neubauer, y finalmente se sembraron en placas estériles de 24
pocillos a razén de 5 x 10° células por pocillo, en un volumen

final de 1 ml del medio de cultivo correspondiente.

- Tras 24 horas de cultivo, se observa al microscopio que las
células estén adheridas y en perfecto estado, se cambia el medio
de cultivo por medio fresco y se realiza la induccidn con los
diferentes farmacos, afiadiendo las concentraciones deseadas a
cada uno de ellos. El grupo control no recibid ninguna dosis de
compuesto, y en su lugar se adicionaron las cantidades
equivalentes del solvente (DMSO). Las células fueron inducidas

con los compuestos durante 72 horas.

7. Método para la determinacidén del valor de las concentraciones
inhibitorias 50 (CIsy) y del indice terapéutico (IT) de 1los

compuestos.

40




10

15

20

25

30

ES 2 430 604 Bl

La cuantificacién del ntGmero de células se realizd utilizando una
técnica de cuantificacidén colorimétrica con Sulforrodamina-B
(SRB) [Vichai V., Kirtikara K. Sulforhodamine B colorimetric
assay for cytotoxicity screening. Nat Protoc (2006); 1(3):1112-

1116], tal y como se describe a continuacién.

El tapiz celular se tratd con 300 pul de acido tricloroacético al
10% frio y se incubdé durante 30 minutos a 4 °C. A continuaciédn,
se lavaron 3 veces con agua destilada y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 horas. Las células asi fijadas se
tifleron, durante 20 minutos con 500 ul de SRB al 0,4% en acido
acético al 1%. Posteriormente, se lavd 3 veces el tapiz con acido
acético al 1% y se dejdé secar. El colorante fijado sobre las
células se solubilizd con 500 pl de una solucién 10 mM Tris- base
(pH 10,5) en agitacién suave. Alicuotas de 100 ul se
transfirieron a placas de 96 pocillos y se leyeron en un lector
de placas Titertek multiscan (Thermo Labsystems, USA) a 492 nm.
Los valores de densidades ©6épticas se obtuvieron usando un
programa informatico llamado "Ascent Software for Multiskan" para

Windows v.2.6 (Thermo Labsystems, USA).

Utilizando placas con cantidades crecientes y conocidas de ntmero
de células se realizd el mismo protocolo descrito anteriormente,
y una vez determinados los correspondientes valores de densidades
6pticas se 1llevdé a cabo un andlisis de regresién, con la
finalidad de establecer la funcidén matemdtica que relacionaba el
valor del namero de células con las densidades Opticas obtenidas,
para cada linea celular de forma independiente. Para ello se usd
el programa estadistico Statgraphics Centurion para Windows

(Statistical Graphics Corp, 2000).

Para calcular la concentracidén inhibitoria 50 (CI50), al cabo de

los 3 dias de induccidén de las células con los compuestos a
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concentraciones crecientes, se procedid a cuantificar el nlamero
de células presente en cada uno de 1los tratamientos vy
concentraciones, utilizando la técnica de cuantificacién con
Sulforrodamina-B anteriormente descrita, y 1la funcidén de

regresidén correspondiente para cada linea celular.

Se determind la CIS50 para cada compuesto y cada linea celular
como la concentracidén que mantuvo el nlGmero de células que se
correspondia con la mitad de la poblacién de células control. Una
vez obtenidos todos los valores de CI50, tanto de las lineas
tumorales como de las lineas normales (no tumorales), se procedid
a determinar el indice terapéutico (IT). Este se obtiene para
cada compuesto dividiendo la CI50 de la linea normal (MCF-10A, en
el caso de las lineas de mama, y CCD-18Co, en el caso de las de
colon) entre la CI50 del compuesto concreto obtenido en la linea

tumoral correspondiente.

8. Accidén de los compuestos sobre el crecimiento de las lineas
tumorales e indice terapéutico.

En el caso de las lineas celulares humanas de mama, se calcularon
las CI50 de los compuestos (1), (2), (8), (9), (3), (10), (4),
(5), (13), (11), (6), (14), (7) y (12) frente a 1las lineas
tumorales MCF-7, T-47D, MDA-MB-468, y frente a la linea normal
MCF-10A (Tabla 2). En promedio, considerando las tres 1lineas
tumorales en conjunto, los valores de CIS50 oscilaron entre 1.74
UM, en el caso del compuesto (12), y 42,07 uM, en el caso del

compuesto (13).

Cabe destacar la CI50 del compuesto (12) frente a la linea
tumoral MCF-7 (0,97 uM), vya que es muy inferior a 1la CI5O
obtenida induciendo con dicho compuesto a la linea normal MCF-10A
(39,23 uM), y ademds, es significativamente inferior al valor de

CI50 obtenido bajo 1las mismas condiciones experimentales,
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induciendo la linea MCF-7 frente al compuesto 5-Fluorouracilo
(2,15 uM), utilizado en nuestros ensayos como control positivo de

actividad antitumoral.

Otros compuestos a destacar por su actividad antiproliferativa
han sido el (6), (2), (9) y (5). Todos ellos, al igual que el
(12), se caracterizan por presentar un grupo Br en posicién R®,
lo que parece ser el elemento estructural mds importante para la

mejora de la accidén bioldgica de estos compuestos.

Por otro lado, se calculd el indice terapéutico (IT) para cada
compuesto y linea tumoral, considerando los valores de CI5O0
obtenidos con la linea normal MCF-10A (Tabla 3). En promedio,
considerando las tres lineas tumorales en conjunto, los valores
oscilaron entre 25,90, para el compuesto (12), y 0,79, para el
compuesto (1). Destaca el valor obtenido con el compuesto (12) en
la linea tumoral MCF-7, que es de 40,44. Un valor que refleja su
gran especificidad frente a las células tumorales que presenten
el perfil genotipico y fenotipico representado por dicha linea
celular. Este dato, junto con el de su CI50 en la citada linea
celular (0,97 uM), hacen destacar considerablemente el valor

terapéutico del compuesto.

Otros compuestos que presentan interesantes valores de IT son el
(5), el (9), el (6) y el (2). Cabe resaltar, que estos mismos
compuestos son los mencionados anteriormente, debido a su potente
actividad antiproliferativa, y a la presencia del grupo Br en
posicién R®. Es decir, son los mas activos frente a las células
tumorales y a su vez los mas inocuos frente a células normales de

mama .

Tabla 2. Valores de CI50 de 1los compuestos de férmula (I)

ensayados frente a diferentes lineas de mama humana. Cada nGmero

43




represen

ES 2 430 604 Bl

ta la media,

en escala micromolar,

de

determinaciones + la desviacidén estandar.

al menos tres

LINEAS CELULARES DE MAMA
MCF-7 T-47D MDA-MB-468 MCF-10A
Ejemplo Media CIS50 en uM i+ Desv. Estandar
(1) 16,09 + 1,10 | 14,11 + 0,48 | 12,65 % 1,23 11,17 ¢ 2,01
(2) 2,21 + 0,28 | 1,57 + 0,22 | 2,46 + 0,56 5,33 + 0,37
(8) 7,09 + 1,02 | 4,47 + 1,46 | 8,56 + 0,98 14,01 % 0,27
(9) 3,23 £ 0,20 | 3,05 + 0,20 | 3,41 ¢ 0,22 20,16 + 3,46
(3) 13,56 ¢+ 0,52 | 11,69 ¢ 1,01 | 15,35 % 0,25 26,18 + 2,15
(10) 12,39 + 2,99 | 27,99 + 3,16 | 18,14 0,22 | 28,14 % 1,06
(4) 15,73 ¢+ 0,54 | 14,89 ¢+ 0,51 | 15,85 + 1,00 30,1 + 3,53
(5) 4,05 + 0,04 4,09 + 0,41 | 8,73 + 0,06 52,55 + 2,98
(13) 36,37 + 1,58 | 68,23 + 7,64 (21,62 + 0,58 48,02 + 3,23
(11) 12,60 + 1,02 | 7,77 + 0,62 |17,43 % 0,11 | 21,37 2,87
(6) 2,15 + 0,20 1,15 + 0,13 | 2,31 £ 0,02 6,39 + 0,57
(14) 17,08 + 0,08 | 14,19 + 1,87 | 17,47 + 0,40 | 22,55 4+ 1,59
(7) 39,94 + 2,89 | 47,64 t 4,23 | 27,30 + 1,14 | 42,39 £ 3,11
(12) 0,97 &+ 0,02 1,90 + 0,05 | 2,36 + 0,08 | 39,23 & 3,05
Tabla 3. Indice terapéutico de los compuestos de férmula (I)
ensayados frente a las lineas tumorales de mama MCF-7, T-47D y
MDA-MB-468.
LINEAS CELULARES DE MAMA
MCF-7 T-47D MDA-MB-468
Ejemplo Indice Terapéutico
(1) 0,69 0,79 0,88
(2) 2,41 3,39 2,17
(8) 1,98 3,13 1,64
(9) 6,24 6,61 5,91
(3) 1,93 2,24 1,71
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(10) 2,27 1,01 1,55
(4) 1,91 2,02 1,90
(5) 12,98 12,85 6,02
(13) 1,32 0,70 2,22
(11) 1,70 2,75 1,23
(6) 2,97 5,56 2,77
(14) 1,32 1,59 1,29
(1 1,06 0,89 1,55
(12) 40,44 20, 65 16,62

En el caso de las lineas de colon,
(2),
SW-480,

compuestos
HT-29,
(Tabla 4).

84,

actividad en la linea tumoral T-84,

(1),

valores de CIS50

compuesto

mayor actividad promedio

(2)

(3,19 uM).

(8) y

(9)
RKO y la linea no tumoral humana CCD18CO

se calcularon las CI50 de los

en las lineas tumorales humanas T-

(6,02 uM en promedio),
En conjunto,

(4,99 pM),

En términos generales, dichos compuestos mostraron mas

donde encontramos los menores

especialmente con el

el compuesto

mostrd

(9)

donde las concentraciones

CI50 oscilaron entre 3,36 uM para RKO y 6,92 uM en HT-29.

Tabla 4. Valores de CI50 de los compuestos (1),
diferentes lineas de colon humano.

media,

en escala micromolar,

la desviacidén estandar.

(2),

(8) y (9) en

Cada numero representa la

de al menos tres determinaciones +

LINEAS CELULARES DE COLON

HT-29

SW-480

RKO

CCD18CO

Ejemplo

Media CIS50 en uM t+ Desv.

Estandar

(1)

6,05 + 0,37

17,03 ¢ 2,05

18,83 + 2,73

10,02 + 2,63

13,84 + 0,35

(2)

3,19 + 0,38

10,81 + 2,64

5,6 + 0,97

8,23 + 0,60

5,62 + 0,97

(8)

8,62 + 0,36

19,01 + 1,61

11,33 + 1,06

7,71 + 0,83

14,27 ¢ 1,18

(9)

6,23 + 0,62

6,92 £+ 1,46

3,46 + 0,90

3,36 + 1,39

8,82 + 1,67
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Considerando los valores de CI50 obtenidos en la linea normal de
colon CCD-18Co, se calcularon los indices terapéuticos para cada
uno de los compuestos (Tabla 5) y, en términos generales, el
rango de valores estuvo comprendido entre 2,63 en la linea RKO
para el compuesto (9), y 0,52 en la linea HT-29 para el compuesto
(2) . Por tanto, al igual que lo encontrado utilizando lineas
tumorales de mama, los compuestos muestran gran actividad frente
a células tumorales de estirpe intestinal, y del mismo modo,
aparecen valores de indice terapéutico que reflejan su inocuidad
frente a células normales, especialmente en el caso del compuesto

(9).

Tabla 5. Indice terapéutico de los compuestos (1), (2), (8) y (9)

en las lineas tumorales de colon T-84, HT-29, SW-480 y RKO.

LINEAS CELULARES DE COLON
T-84 HT-29 SW-480 RKO
Ejemplo Indice Terapéutico
(1) 2,29 0,81 0,73 1,38
(2) 1,76 0,52 1,00 0,68
(8) 1,66 0,75 1,26 1,85
(9) 1,42 1,27 2,55 2,63
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REIVINDICACIONES

Uso de un compuesto de férmula general (I)

en la que

R', R?, R?, R* y R’ representan independientemente entre si un
grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COCR, donde R y R/ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con wuno o mas sustituyentes
seleccionados entre halbgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si wun grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cs;

R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH Yy -CH,COOR, donde R y R’ representan
independientemente entre si wun grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o ramificado, y arilo C¢-Cio,

opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
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seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C;; o junto al atomo de carbono al que
estdn unidos forman un grupo -CH=CH-; o junto al &atomo de

carbono al que estan unidos forman un grupo epoxi;

R® 3% R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -
NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,,
-CH,COOH 0% -CH,COOR, donde R Yy R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,

opcionalmente sustituido con wuno o més sustituyentes

seleccionados entre halégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan

independientemente entre siI un dgrupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-Cy;

Z representa C=CH, o CR'™RY, donde R!Y y R' representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,0H, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR;
donde R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C;, 1lineal o
ramificado, y arilo C¢-C;p, opcionalmente sustituido con uno o
mds sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH;ORa, -CH,;NH,, -CH,COCOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C,;; o bien
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Z representa CRY¥ y ----- en el anillo de 5 miembros representa
un doble enlace, donde R' representa un grupo seleccionado
entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN,
-COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,NH,, -CH,COOH y -
CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente entre si
un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o
ramificado, y arilo Cs-Ci;p, opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa,
-NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado

entre alquilo o alquenilo C;-C4;

X e Y representan a la vez C=0 o CRY, donde R'’ representa un
grupo seleccionado entre H, haldgeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR,
-NRR’, -COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,;OH, -CH;OR, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COOR; donde R y R’ representan
independientemente entre si wun grupo seleccionado entre
alquilo o alquenilo C;-C,, lineal o ramificado, y arilo Cg-Cio,
opcionalmente sustituido con uno o mds sustituyentes
seleccionados entre halbgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,, -NHRa, -
NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -CH,ORa, -
CH,NH,, -CH,COOH vy -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre

alquilo o alquenilo C;-C4;

y donde R y R’ pueden estar opcionalmente unidos entre si

formando un grupo -0-CH,-0-;
opcionalmente en forma de enantidmeros puros, mezclas racémicas,

profarmacos, sales o solvatos farmacoldgicamente aceptables del

mismo;
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para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de pulmdén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crdénicos.

2. Uso segln la reivindicacidén 1, caracterizado porque X e Y

representan a la vez C=0.

3. Uso segln 1la reivindicacidén 2, caracterizado porque 2

representa C=CH,.

4. Uso segin la reivindicacidn 2, caracterizado porque 2

10R11

representa CR , donde R'' tiene el significado definido en la

reivindicacién 1.

5. Uso seglin la reivindicacién 4, caracterizado porque R°® y R’
junto al atomo de carbono al gque estédn unidos forman un grupo

epoxi.

6. Uso seglin la reivindicacidén 2, caracterizado porque Z
representa CR? y ----- en el anillo de 5 miembros representa un
doble enlace, donde R tiene el significado definido en 1la

reivindicacidén 1.

7. Uso segin la reivindicacidén 1, caracterizado porque X e Y
representan cada uno CR, donde R' tiene el significado definido

en la reivindicacién 1.

8. Uso seglin la reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?
representan H; R’ y R' representan -CH;; R°> representa H; Z
representa CR'R™, donde R y R representan independientemente
entre si un grupo H, -CH,COOH o -CH,COOR, donde R representa un

grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o
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ramificado, y arilo C¢-Cyio, opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,
-NHR, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH;OH, -
CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C;; R® y R’ junto al atomo de carbono al que estéan
unidos forman un grupo -CH=CH-; R® Y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH;, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde
R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4, 1lineal o
ramificado, y arilo Cs-Cip, opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH,NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C4;; y X e Y representan a la vez C=0; para la
fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis
de un cancer sélido seleccionado entre cancer de mama y céancer

colorrectal.

9. Uso segln la reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?,
representan H; R’ y R® representan -CH;; Z representa CR? y -----
en el anillo de 5 miembros representa un doble enlace, donde R'?
representa H; R® y R’ junto al atomo de carbono al que estéan
unidos forman un grupo -CH=CH-; R® v R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH,;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde
R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C4, 1lineal o

ramificado, y arilo C¢-Cio, oOpcionalmente sustituido con uno o mas
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sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH;,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH,;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez C=0; para la
fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis
de un cancer sdélido seleccionado entre cancer de mama y cancer

colorrectal.

10. Uso seglin la reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?
representan H; R’ y R* representan -CH;; R’ representa H o -OH; Z
representa C=CH,; R® y R’ junto al &tomo de carbono al que estan
unidos forman un grupo -CH=CH-; R?! y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde
R y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo ¢C;-C4, lineal o
ramificado, y arilo C¢-Cio, Opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldgeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez C=0; para la
fabricacidén de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis
de un céancer sdélido seleccionado entre cancer de mama y cancer

colorrectal.

11. Uso segfin la reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?
representan H; R® y R® representan -CHs;; R° representa H; Z
representa C=CH,, R® y R’ representan -OH; R® y R’ representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre H,
halégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’, -COR, -CN, -COOH, -
COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -CH,COOH y -CH,COOR, donde
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R y R’ representan independientemente entre . si un grupo
seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C;, lineal o
ramificado, y arilo C¢-C;p, opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -ORa, -NH,,
-NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -CH,OH, -
CH,ORa, -CH,;NH,, -CH,COOH y -CH.COORa, donde Ra y Rb representan
independientemente entre si un grupo seleccionado entre alquilo o
alquenilo C;-C4; y X e Y representan a la vez C=0; para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis
de un cancer sbélido seleccionado entre cancer de mama y cancer

colorrectal.

12. Uso segGn la reivindicacién 1, caracterizado porque R' y R?
representan H; R?> y R* representan -CH;; R° representa H; Z
representa CR'R', donde R' y R' representan H o -CH,OH; R® y R’
junto al &tomo de carbono al que estdn unidos forman un grupo
epoxi; R® y R’ representan independientemente entre si un grupo
seleccionado entre H, haldégeno, -R, -OH, -OR, -NH,, -NHR, -NRR’,
-COR, -CN, -COOH, -COOR, -CONRR’, -CH,OH, -CH,OR, -CH;NH,, -
CH,COOH y -CH,COOR, donde R y R’ representan independientemente
entre si un grupo seleccionado entre alquilo o alquenilo C;-C,,
lineal o ramificado, y arilo Ce¢-Cjp, opcionalmente sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados entre haldégeno, -Ra, OH, -
ORa, -NH,, -NHRa, -NRaRb, -CORa, -CN, -COOH, -COORa, -CONRaRb, -
CH,OH, -CH,ORa, -CH,;NH,, -CH,COOH y -CH,COORa, donde Ra y Rb
representan independientemente entre si un grupo seleccionado
entre alquilo o alquenilo C;-C;; y X e Y representan a la vez
C=0; para la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento
y/o profilaxis de un cancer sbélido seleccionado entre cancer de

mama y cancer colorrectal.

13. Uso segin 1la reivindicacidén 1, caracterizado porque el

compuesto de fdérmula (I) se selecciona de entre:
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(1) (4bs,8aS)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(2) (4bs, 8a8) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(3) (4bsS, 8aS,9R) -9- (acetiloximetil) -2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(4) (4bS, 8aS,9R) -9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(5) (4bs,8aS,9R)-9- (acetiloximetil) -3-bromo-2-isopropil-
4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a, 9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -

diona;

(6) (4bs,8aS,9R) -9- (hidroximetil) -3-bromo-2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(7) (4bs, 8aS,9R) -3-hidroxi-9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b, 8,8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(8) (8)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(9) (8)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7, 8-
tetrahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(10) (4bS)-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(11) (4bR)-8a-hidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-
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metilen-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(12) (4bS) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(13) (4bS)-4a,9a-dihidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-
trimetil-9-metilen-4b,5,6,7,8,8a,9,%9a-octahidro-1H-fluoreno-

1,4 (4aH) -diona; y

(14) (4aR,4bS,8aS,9S,9a8) -3-hidroxi-4a, 9a-epoxi-9-
(hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-4b,5,6,7,8,8a,9,9%a-

octahidro-4aH-fluoren-1,4-diona;

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un céncer sdlido seleccionado entre céncer de mama,
cancer colorrectal, céancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer
hepatico y neuroblastoma; y en el tratamiento y/o profilaxis de

sindromes mieloproliferativos agudos y crdénicos.

14. Uso segGn 1la reivindicacidén 1, caracterizado porque el

compuesto de férmula (I) se selecciona de entre:

(1) (4bs, 8aS)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(2) (4bS, 8aS) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a,9-
hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(3) (4bs,8as,9R) -9- (acetiloximetil) -2-isopropil-4b, 8, 8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(4) (4bS, 8a8,9R) -9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;
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(5) (4bS,8aS,9R)-9-(acetiloximetil) -3-bromo-2-isopropil-
4b,8,8-trimetil-5,6,7,8,8a, 9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -

diona;

(6)(4bS,8aS,9R)-9—(hidfoximetil)—3-bromo—2—isopropi1—4b,8,8—
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(7) (4bS,8a8,9R)-3-hidroxi-9- (hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-
trimetil-5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(8) (8)-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(9) (S)-3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-5,6,7,8-
tetrahidro-1H-fluoreno-1, 4 (4bH) -diona;

(10) (4bS)-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(11) (4bR)-8a-hidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b,8,8-trimetil-9-
metilen-5,6,7,8,8a, 9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(12) (4bS) -3-bromo-2-isopropil-4b,8,8-trimetil-9-metilen-
5,6,7,8,8a,9-hexahidro-1H-fluoreno-1,4 (4bH) -diona;

(13) (4bS) -4a,9a-dihidroxi-2-isopropil-3-metoxi-4b, 8, 8-
trimetil-9-metilen-4b,5,6,7,8,8a,9,9a-octahidro-1H-fluoreno-
1,4 (4aH)-diona; y

(14) (4aR,4bsS,8aS8,9S,9a8) -3-hidroxi-4a, 9a-epoxi-9-

(hidroximetil) -2-isopropil-4b,8,8-trimetil-4b,5,6,7,8,8a,9,9a-

octahidro-4aH-fluoren-1,4-diona;

56




ES 2 430 604 Bl

para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis de un cancer sbélido seleccionado entre cancer de mama

y cancer colorrectal.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201200438

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacion de esta opinion.

C CHANG et al., PLANTA MEDICA 2005, volumen 71,

D01 paginas 72-76. "Four new 6-nor-5(6-7)-abeo-abietane type
diterpenes and antitumoral cytotoxic diterpene constituents from
the bark of Taiwania cryptomerioides", todo el documento.

2005

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la hovedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere al uso de los compuestos de formula general (I) de la reivindicacién 1, que se concretan en las
reivindicaciones 2-14, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de un cancer sélido: cancer de
mama, de pulmén, de pancreas, colorrectal, hepético y neuroblastoma.

El documento D1 divulga (ver pagina 73) diterpenos taiwaniaquinoides como los incluidos en la féormula (1) de la solicitud y
sus propiedades antitumorales frente a canceres de mama, pulmén y colon, ver paginas 74 y 75 ultimo parrafo de D1. Por
tanto, el documento D1 anula la novedad de la solicitud.

En consecuencia, las reivindicaciones 1-14 de la solicitud carecen de novedad y actividad inventiva, por lo que no cumplen
las condiciones exigidas en los Art. 6.1y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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