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DESCRIPCION

Andlogos sintéticos de merosesquiterpenos y compuestos relacionados con actividad antitumoral.
Campo de la invencién

La invencién se relaciona con las propiedades farmacolégicas antitumorales titiles de nuevos compuestos sintéticos
de estructura merosesquiterpénica y compuestos relacionados, similares a los metabolitos marinos del tipo puupehe-
nona frente a tumores solidos, tales como los cdnceres de mama, neuroblastomas, pulmén, colorrectal, hepdtico y
pancreas, y frente a sindromes mieloproliferativos agudos y cronicos tanto en humanos como en animales. Ademds, la
invencion se relaciona con las férmulas farmacéuticas que comprenden dichos compuestos en su uso farmacolégico.

Antecedentes de la invencién

El céncer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la existencia de una proliferacion anormal de células.
Lo que confiere la caracteristica de malignidad a esta proliferacion celular es su capacidad para invadir érganos y
tejidos y diseminarse a distancia.

En términos absolutos, el cincer es la primera causa de muerte en Espaifia, con 94.100 muertes en 2003 (59.500
en hombres y 34.600 en mujeres), lo que supuso el 25,6% de todas las defunciones. El carcinoma mamario es el
cdncer de mayor prevalencia en la mujer, aunque también se presenta en hombres. Se estima que 216.000 mujeres
han manifestado la enfermedad en la Unién Europea durante el afio 2000 [Tyczynski JE, Bray F, Parkin DM. Breast
cancer in Europe. ENCR Fact Sheets of the International Agency for Research on Cancer. (2002) Vol. 2], El cdncer de
pulmon es la principal causa de muerte en hombres de la Unién Europea, y la tercera en mujeres. En dicho territorio,
el cincer de pulmén tuvo una mortalidad estimada de 171.990 varones y 64.100 mujeres durante 2006. [Ferlay J,
Autier P, Boniol M, Heanue M, Colombet M, Boyle P. Estimates of the cancer incidence and mortality in Europe in
2006. Ann Oncol (2007); 18:581-92]. Por ultimo, el cdncer colorrectal es el segundo cdncer més frecuente en Espaiia,
siendo responsable del 11.5% del total de muertes provocadas por cdncer en hombres y del 14.9% en mujeres [Lopez-
Abente G, Polldn M, Aragonés N, Pérez-Gomez B. Informe sobre la salud de los esparfioles. Cdancer. Centro Nacional
de Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos 11l (2003)].

El tratamiento del cdncer en general depende de una gran cantidad de factores, siendo las principales estrategias
la cirugfa, la radioterapia, la quimioterapia, la terapia fotodindmica y algunas que estdn en fase experimental como la
terapia génica.

En el cdncer de mama se usan agentes como el tamoxifeno, taxanos, paclitaxel y doxorubicina [Gliick S. Adjuvant
chemotherapy for early breast cancer: optimal use of epirubicin. Oncologist (2005); 10(10):780-91]. Por otro lado,
como quimioterapia adyuvante en el cdncer de pulmén se puede utilizar el cisplatino y taxol-carboplatino, cisplatino-
vinorelbina, cisplatino-docetaxel y carboplatino-docetaxel. Como agentes quimioterapéuticos de segunda linea actual-
mente destacaremos el docetaxel, premetrexed y los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) como erlotinib y gefitinib. Por tltimo, bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que bloquea el factor de cre-
cimiento vasculo endotelial ha sido usado en combinacién con paclitaxel y carboplatino [de Cos Escuin JS, Delgado
1U, Rodriguez JC, Lopez MJ, Vicente CD, Miranda JA. Stage IIIA and IIIB non-small cell lung cancer: results of
chemotherapy combined with radiation therapy and analysis of prognostic factors. Arch Bronconeumol (2007). 43
(7):358-65]. En el cincer de colon, se ha demostrado que el medicamento quimioterapéutico 5-fluorouracilo incre-
menta la posibilidad de cura en ciertos pacientes. En los tltimos cinco afios se ha incorporado otros compuestos como
irinotecan, oxaliplatino y capecitabina, asi como anticuerpos monoclonales frente a dianas moleculares como cetuxi-
mab y bevacizumab [Weitz J, Koch M, Debus J, Hohler T, Galle PR, Biichler MW. Colorectal cancer. Lancet (2005);
365:153-165].

La aplicacion de los fairmacos antineopldsicos anteriormente mencionados en este tipo de patologias, aunque pro-
vocan una respuesta parcial mejorando el prondstico de los pacientes, provocan efectos adversos a veces limitantes
en cuanto a su capacidad de ser aplicados, que justifican la necesidad de desarrollar nuevos compuestos con mayor
efectividad y menor toxicidad.

Debemos destacar dentro de las toxicidades que provocan los compuestos antitumorales que actualmente se em-
plean, la aparicion de infecciones principalmente en el tracto urinario y en el tracto superior de las vias respiratorias.
Ademds pueden aparecer trastornos sanguineos, cardiacos, renales, inmunolégicos, del sistema nervioso, y trastornos
gastrointestinales. [Bonomi P, Kim K, Chang A, Johnson D Phase IlI trial comparing etoposide and cisplatin versus
Taxol with cisplatin-GCSF versus taxol-cisplatin in advanced non-small cell lung cancer: an Eastern Cooperative
Oncology Group trial. Proc Am SOC clin Oncol (1996); 15:382-7; Hainsworth JD, Urba WJ, Hon JK, Thompson KA,
Stagg MP, Hopkins LG. One-hour paclitaxel plus carboplatin in the treatment of advanced non-small cell lung cancer:
result of a multicentre, phase Il trial. Eurp J Cancer (1998); 34:654-8].

Todas estas alteraciones son uno de los factores que limitan la aplicacion de los tratamientos actuales con agentes
quimioterapéuticos. El desarrollo de nuevos agentes que mejoren la respuesta antitumoral, provocando menores efectos
secundarios es un elemento clave para que mejore de forma significativa el prondstico de los pacientes afectos de
cénceres solidos tales como los de mama, neuroblastoma, pulmon y colorrectal, hepdtico y pdncreas, as{ como en el
caso de sindromes mieloproliferativos.
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Descripcion de la invencién

En un primer punto, la invencion reivindica las propiedades antitumorales frente a tumores sélidos, tales como los
cénceres de mama, neuroblastomas, pulmon, colorrectal, hepatico y pancreas, y frente a sindromes mieloproliferativos
agudos y crénicos tanto en humanos como en animales, de compuestos sintéticos que presentan una estructura mero-
sesquiterpénica relacionada con los metabolitos marinos del tipo puupehenona. Las férmulas generales, 1 y 2, de las
familias de compuestos que presentan actividad antitumoral son:

R3(R%)

Donde:
Las lineas punteadas indican las tres posiciones posibles, y excluyentes entre si, de un doble enlace.

R! y R? representan, independientemente, un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,0H, -CH,OR,
-CH,OCOCH;, -COOH, -COR, -COOR, -OCHO, -OCOCH;, -OH, -OR, donde -R representa un grupo alquilo C,-C,
lineal o ramificado, o arilo.

R? representa un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,OH, -CH,OR, -CH,0COCH,, -COR, -COOH,
-COOR (donde -R representa un grupo alquilo C;-C, lineal o ramificado, o arilo), cuando el doble enlace es en-
dociclico, y R? representa un grupo metileno o un oxigeno cuando el doble enlace es exociclico.

R* y R3, representan independientemente un grupo seleccionado de entre -H, -R, -CHO, -COR, -CN, -COOH,
-COOR, -CF;, -COOCO-, -SO,R, -NO,, -COCl, -CH,0H, -CH,0OCOCH;, CH,0R, -CH,Cl, -CH,NH,, -CH,COOH,
-CH=CH,, -OCHO, -OCOCHj3;, -OH, -OR y halégeno; donde -R representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado
o arilo.

y

R
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Donde:
Las lineas punteadas indican las tres posiciones posibles, y excluyentes entre si, de un doble enlace.

R, y R, representan, independientemente, un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,0OH, -CH,OR,
-CH,0COCH;, -COR, -COOH, -COOR, -OCHO, -OCOCH3;, -OH, -OR, donde -R representa un grupo alquilo C,-C,
lineal o ramificado, o arilo.

R? representa un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,OH, -CH,0R, CH,0OCOCH;, -COR, -COOH,
-COOR (donde -R representa un grupo alquilo C,;-C, lineal o ramificado, o arilo), cuando el doble enlace es en-
dociclico, y R; representa un grupo metileno o un oxigeno cuando el doble enlace es exociclico.

R*, R’ representan independientemente un grupo seleccionado de entre -H, -OH, -R, -OR y halégeno, donde -R
representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado o arilo.

La presente invencién se centra en la utilizacién de dichos compuestos, en sus cantidades terapéuticas adecuadas y
a través de cualquier método o medio de administracion, en la terapia antitumoral tanto para el tratamiento como para
la profilaxis del cdncer.

En un segundo punto, la reivindicacién se extiende a las férmulas farmacéuticas utilizadas para el tratamiento del
cédncer que comprendan la utilizacién de al menos uno de los compuestos de la invencién, independientemente del
resto de componentes activos o de los excipientes que formen parte de dicho medicamento o férmula farmacéutica.

En un tercer punto, la presente invencién contempla del mismo modo, los derivados de los compuestos miembros
de las familias objeto de la invencion, asi como las formas quimicas de sales, combinaciones con dcidos y bases de
dichos compuestos.

A continuacién se expondrdn algunos ejemplos concretos que permitan clarificar el objeto de la presente invencion,
sin que se entienda por ello, como la limitacién del alcance de la invencién. Se describird la determinacion de la
capacidad antitumoral de miembros de las familias de compuestos que responden a las férmulas generales 1 y 11
respectivamente.

1. Lineas celulares

La actividad antitumoral de diferentes compuestos que responden a las férmulas generales I y 11, respectivamente,
ha sido evaluada utilizando las siguientes lineas celulares tumorales:

- MCF7: linea celular de tipo epitelial derivada a partir de un adenocarcinoma de la gldndula mamaria humana, de
una paciente de etnia caucdsica de 69 afios. Las células expresan receptores de estrogenos y el oncogén WNT7B, y
entre los productos celulares que producen se encuentran proteinas de unién al factor tipo-insulina, BP-2, BP-4 y BP-
5. La linea celular estd catalogada en la ATCC (American Type Culture Collection) bajo el c6digo HTB-22.

- T84: linea celular de morfologfa epitelial aislada a partir de una metdstasis pulmonar 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 expresan se encuentra el antigeno carcinoembrionario (CEA)
y la queratina. La linea estd catalogada en la ATCC con el cédigo CCL-248.

- A549: linea celular que fue establecida en 1972 a partir de un explante procedente de tejido carcinomatoso de
pulmon de una paciente caucdsica de 58 afios de edad. Se caracterizan por producir queratina. Su cédigo de la ATCC
es CCL-185.

Las 3 lineas celulares fueron obtenidas a través del Servicio de Cultivos Celulares del Centro de Instrumentacion
Cientifica de la Universidad de Granada.

2. Mantenimiento de los cultivos

Los cultivos de células se realizaron en una cabina de flujo laminar (Micro-V, Telstar, Espafia) bajo condiciones de
esterilidad. Los frascos de cultivo estériles Falcon (25 o 75 cm?, Corning Costar), se mantuvieron en una estufa a 37°C
con una atmdésfera de 5% de CO, y 90% de humedad.

Para el cultivo de las lineas MCF-7 y A-549 se utiliz6 el medio Dubelcco’s Eagle modificado (DMEM) (Gibco,
USA) (13,37 gr de medio base), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (Sigma Chemical co., St.
Louis, MO, USA) en calor hiimedo a 56°C durante 30 minutos. El medio fue tamponado con 27 ml de NaHCO; al
7,5%, y 10 ml buffer Hepes (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) 1M pH 7,2 y suplementado con 40 mg/l de
gentamicina (Antibidticos S.A), 500 mg/l de ampicilina (Antibidticos S.A), 10 ml de L-glutamina (Sigma Chemical
co., St. Louis, MO, USA) 200 mM, 0,1 IU/ml de Insulina bovina (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) y agua
bidestilada, c.s.p. hasta 1000 mL
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Para el cultivo de la l1inea T-84 se utiliz6 una mezcla con una relacion 1:1 del medio de cultivo anterior y Ham F12,
y la cantidad final de suero fetal bovino inactivado fue del 5%. En ambos casos, una vez preparado el medio de cultivo
fue filtrado con filtros Millex estériles de 0,22 um (Millipore, France) y conservado en frascos estériles.

Durante el cultivo celular las células tuvieron que ser resembradas en nuevos envases Falcon, conforme se alcan-
zaba la confluencia celular. Para ello, las células fueron lavadas dos veces con PBS (Tampoén salino de fosfato, Sigma
Chemical co., St. Louis, MO, USA), con un volumen de 0,2 ml/cm?, y despegadas con 0,1 ml/cm? de tripsina-EDTA
(0,25% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS, Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA).

Transcurrido el tiempo necesario, se bloqueé la accion de la tripsina mediante la adicion del correspondiente medio
de cultivo con suero fetal. Tras centrifugar, el pellet de células se resuspendi6 en medio de cultivo estéril y tras realizar
el contaje del nimero total de células con cdmara de Neubauer, se diluyeron los pellets hasta obtener una concentracion
de 2 x 10* células/ml, que fueron dispuestas en nuevos frascos de cultivo.

Para el conteo de las células mediante cdmara de Neubauer, se tomaron alicuotas de 100 uL de las suspensiones
celulares, sobre las que se afladieron 100 pL de Azul de Tripan al 0,5%, para poder determinar la viabilidad de las
células. Las mezclas se dispusieron en cdmaras de Neubauer y se contabilizaron 5 cuadrantes, de manera que el
nimero de células/mL se obtuvo mediante la siguiente férmula: Media del nimero de células contabilizadas en los 5
cuadrantes x factor dilucién (2) x 10*.

3. Método de congelacion celular.

Para la congelacién celular, las células fueron despegadas de la supetficie de los frascos de cultivo mediante el
protocolo descrito anteriormente, hasta obtener un pellet celular que fue resuspendido en medio de congelacién a
razén de 0,5 x 10° células por ml, siendo introducidas inmediatamente en criotubos y éstos en el congelador a -80°C
durante 24 h, para posteriormente ser almacenadas definitivamente en nitrégeno liquido.

El medio de congelacion empleado estaba constituido por suero fetal bovino (Sigma Chemical co., St. Louis, MO,
USA) inactivado en calor himedo a 56°C durante 30 min, y dimetilsulféxido (DMSO) al 10%.

4. Método de descongelacion celular

Para la descongelacion de la linea celular, los criotubos fueron sacados del contenedor de nitrégeno liquido e
introducidos en una cubeta de agua a 37°C. Una vez descongelado el criotubo se enjuagé con alcohol de 70% y se
abri6 en condiciones de esterilidad. Se resuspendi6 el contenido de los criotubos en medio de cultivo estéril a 37°C, se
lavaron dos veces con medio nuevo para eliminar los restos de DMSO y se procedié a realizar un contaje con cdmara
de Neubauer, para poder obtener una suspensién celular con una concentracién de 2 x 10* células/ml, que finalmente
fue sembrada en nuevos frascos de cultivo.

5. Preparacion de los compuestos a ensayar
Los compuestos que se han utilizado como ejemplos de cada una de las familias con férmula general tipo 1 y 2

respectivamente fueron:

- Férmula General 1 (TABLA 1)

Cédigo| R RZ | R® R* R®

1 CH;3;[COOMe |CH,| COOMe | COOMe

1b | CH;|COOMe | CH, OH COOMe

3 CH3|COOMe |CH,| COOMe H

4 CH3 | COOMe | CH; CN H
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- Féormula General 2 (TABLA 2)

Cédigo| R R? R® R* R®
6 |[CH;| COOMe CH, H H
7 |CHs;| COOMe CH, H OMe
8 |[CHs;| COOMe CH, OMe H
11 [CH;| COOMe CH, OH H

Los compuestos, protegidos mediante patente ES200800837, partieron de una forma sélida que fue resuspendida
en DMSO puro hasta obtener una concentracion de entre 1,8 a 3 mg/mL en funcién del peso molecular de cada uno
de los compuestos. Las soluciones stock fueron almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

6. Tratamiento de las lineas celulares con los compuestos

El tratamiento de las lineas celulares se desarrollé siguiendo el siguiente protocolo: células de las diferentes lineas
fueron despegadas de la superficie de cultivo con una mezcla de tripsina-EDTA (0,25% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS,
Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA), lavadas, resuspendidas en medio de cultivo y contadas mediante cdmara
de Neubauer, tal y como se describi6 anteriormente. A continuacién 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. Transcurridas
24 h de incubacién en estufa de CO,, se procedié a cambiar el medio de cultivo y a afiadir concentraciones crecientes
de los compuestos a ensayar, que oscilaron en un rango de entre 0.1 a 60 uM. El grupo control no recibié ninguna
dosis de compuesto. A continuacion, se dejaron las placas incubar 72 h y se volvié a cambiar el medio y a adicionar
compuesto nuevo. Después de pasar otras 72 h se dio por finalizado el tiempo de induccion con los compuestos.

7. Método para la determinacion del valor de las concentraciones inhibitorias 50 (Clsy) de los compuestos

Al cabo de los 6 dfas de induccién de las células con los compuestos a concentraciones crecientes, se procedio a
cuantificar el nimero de células presente en cada uno de los pocillos. Para ello se utilizé una técnica de cuantificacion
colorimétrica con Sulforrodamina-B (SRB) [Papazisis K. T., Geromichalos G. D., Dimitriadis K. A., Kortsaris A. H.
Optimization of the sulforhodamine B colorimetric assay. J Immunol Methods (1997); 208(2): 151-8] tal y como se
describe a continuacién:

1. Se aspir6 el medio de cultivo de las placas.

2. Se fijaron las células mediante la adicién de 300 uL de 4cido tricloroacético (Sigma Chemical co., St.
Louis, MO, USA) al 10% firio (4°C) en cada uno de los pocillos, y se dejé en la nevera a 4°C durante 30
minutos.

3. Después se realizaron 3 lavados con agua destilada y se dejaron secar las placas.

4. Posteriormente, se procedio a teiiir las células con 500 puL/pocillo de SRB al 0.4% en 4cido acético al 1%
durante 20 min a temperatura ambiente.

5. Se elimind la SRB, se lavaron tres veces las placas con dcido acético al 1% y se dejaron secar a temperatura
ambiente en oscuridad.

6. Se solubilizé la SRB fijada a las células con 500 uL/pocillo de una solucién 10 mM Tris-base (pH 10.5)
con agitacion suave.

7. Alicuotas de 100 pL se transfirieron a placas de 96 pocillos por triplicado y se leyeron las densidades
opticas en un colorimetro Titertek multiscan con un filtro para una longitud de onda de 492 nm.

Los valores de densidades Opticas obtenidas en un lector de placas Multiskan-Ex (Thermo Scientific), fueron
transformados en el correspondiente valor de niimero de células, mediante el empleo de una recta de regresion ajustada
anteriormente, considerando valores conocidos de niimero de células y sus densidades Opticas resultantes.
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8. Accion de los compuestos sobre el crecimiento de las lineas tumorales

En la tabla 4 aparecen los valores de Cls, de los compuestos que ejemplifican la invencién:

TABLA 4

Linea celular

MCF-7 A-549 T-84
Cédigo Media Cls; en uM t Desv. Estandar

Férmula |

1 33,01 +£2,79 19,89 + 0,22 25,04 + 0,24

1b 45,06 £ 6,5 26,96 + 0,14 40,02 + 0,23

3 40,41 +9,75 28,14 £ 0,45 29,02+ 0,48

4 39,63 £ 6,00 20,17 £ 0,21 23,66 £ 4,40
Férmulalll

6 0,35+ 0,10 1,38+ 0,83 0,559+ 0,13

7 16,02 £ 0,40 17,51+0,75 16,74 £ 0,62

8 28,63 + 0,80 10,53 £ 1,80 14,70 £ 3,06

11 38,37 £ 5,30 41,17 £ 2,70 30,01 +£ 3,92

En la linea celular MCF7, los compuestos de estructura tipo I dieron lugar a unos valores de Cls, por encima de 30
#M, mientras que en términos generales, en las otras dos lineas los valores fueron inferiores a lo observado en MCF-
7, destacando el valor del compuesto 1 y 4 sobre la linea A-549.

Entre los compuestos de estructura tipo II, el niimero 6 dio como resultado el mejor valor de actividad de todos los
compuestos evaluados en las tres lineas. El resultado obtenido con MCF-7 ha sido el mds activo, con un valor de 0,35
+ 0,10 uM, del orden de 5 veces mds potente que el resultado alcanzado con un control positivo, establecido mediante
el tratamiento de células de la misma linea celular con el farmaco antitumoral 5-Fluorouracilo.

La estructura merosesquiterpénica del compuesto 6, relacionada con los metabolitos tipo puupehenona otorga a
este tipo de estructuras una importante actividad bioldgica. Ademds, de los cuatro representantes de su grupo, el
compuesto 6 tiene una constitucién més simple, carente de sustituyentes OMe y OH en posiciones R* y R, que a
tenor de los resultados representados en la tabla 4, reducen sensiblemente la actividad, especialmente los que ocupan
las posiciones R*. Aunque en estos ensayos el compuesto 6 muestra mayor especificidad frente a la estirpe tumoral
de mama, en las otras dos lineas celulares, A-549 y T-84, la actividad del compuesto también fue muy importante,
mejorando en ambos casos el valor del control positivo.

En resumen, y tras los ensayos realizados, la presente invencion tiene como objetivo el uso de merosesquiterpe-
nos, sus derivados, formas homoquirales y sales farmacoldgicamente aceptables de los mismos, para el tratamiento
del céncer, donde dichos compuestos son seleccionados de la familia determinada por las férmulas generales 1 y 2,
especialmente el de aquellos compuestos que se obtienen cuando R' = CH;, R* = COOMe y R® = CH,.

En los experimentos realizados, destaca la efectividad frente a células tumorales de los compuestos de férmula
general 1 en los que R* = COOMe 6 OH y R’ = COOMe y en los que R* = COOMe 6 CN y R®> = H y los compuestos
de férmula general 2 en los que R* = H y R® = H 6 OMe y en los que R* = OMe 6 OH y R> = H.

Dentro de las numerosas aplicaciones para el tratamiento del cdncer, destacan las aplicaciones frente al cdncer de
mama, cdncer de pulmon y cdncer colorrectal.

Otro de los objetivos de esta invencion serfa la fabricacion de un medicamento o férmula farmacéutica que com-
prendiese cualquiera de los compuestos mencionados para el tratamiento de cdncer, en especial para el tratamiento de
cédncer de mama, cdncer de pulmén y cincer colorrectal.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales y sales farmacolégicamente aceptables de
los mismos, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cdncer, donde dichos compuestos son
seleccionados de la familia determinada por las férmulas generales 1 y 2, donde

a) La férmula general de la familia de compuestos del tipo 1 es:

RY(R%)

R

Donde:
Las lineas punteadas indican las tres posiciones posibles, y excluyentes entre si, de un doble enlace.

R' y R? representan, independientemente, un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,OH, -CH,OR,
-CH,OCOCH;, -COR, -COOH, -COOR, -OCHO, -OCOCH;, -OH, -OR, donde -R representa un grupo alquilo C,-C,
lineal o ramificado, o arilo.

R3 representa un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,OH, -CH,O0R, -CH,OCOCHj;, -COR, -COOH,
-COOR (donde -R representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado, o arilo), cuando el doble enlace es en-
dociclico, y R? representa un grupo metileno o un oxigeno cuando el doble enlace es exociclico.

R* y R’, representan independientemente un grupo seleccionado de entre -H, -R, -CHO, -COR, -CN, -COOH,
-COOR, -CF;, -COOCO-, -SO;R, -NO,, -COCl, -CH,0H, -CH,OCOCH;, CH,0R, -CH,Cl, -CH,NH,, -CH,COOH,
-CH=CH,, -OCHO, -OCOCH;, -OH, -OR y hal6geno; donde -R representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado
o arilo.
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b) La férmula general de la familia de compuestos del tipo 2 es:

Donde:
Las lineas punteadas indican las tres posiciones posibles, y excluyentes entre si, de un doble enlace.

R! y R? representan, independientemente, un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,OH, -CH,OR,
-CH,OCOCHs3;, -COR, -COOH, -COOR, -OCHO, -OCOCH;, -OH, -OR, donde -R representa un grupo alquilo C,-C,
lineal o ramificado, o arilo.

R? representa un grupo seleccionado de entre -R, -CHO, -CH,0OH, -CH,OR, -CH,0OCOCHj;, -COR, -COOH,
-COOR (donde -R representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado, o arilo), cuando el doble enlace es en-
dociclico, y R? representa un grupo metileno o un oxigeno cuando el doble enlace es exociclico.

R*, R’ representan independientemente un grupo seleccionado de entre -H, -OH, -R, -OR y haldgeno, donde -R
representa un grupo alquilo C,-C, lineal o ramificado o arilo.

2. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales y sales farmacoldgicamente aceptables de los
mismos, segtin reivindicacién 1, caracterizado porque R' = CH;, R? = COOMe y R? = CH,.

3. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homogquirales y sales farmacoldégicamente aceptables de los
mismos, seleccionados de la familia determinada por la férmula 1, segiin reivindicacién 2, caracterizado porque R*
= COOMe 6 OH y R’ = COOMe.

4. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales y sales farmacol6gicamente aceptables de los
mismos, seleccionados de la familia determinada por la férmula 1, segiin reivindicacién 2, caracterizado porque R*
=COOMe 6 CNy R’ =H.

5. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales y sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos, seleccionados de la familia determinada por la férmula 2, segiin reivindicacién 2, caracterizado porque R*
=HyR’=H 6 OMe.

6. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales, sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos, seleccionados de la familia determinada por la férmula 2, segiin reivindicacién 2, caracterizado porque R*
=0OMe 6 OHyR> =H.

7. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales, sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento

9
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y/o profilaxis frente a cdnceres sélidos, especialmente los cdnceres de mama, neuroblastomas, pulmén, colorrectal,
hepitico y péncreas, y frente a sindromes mieloproliferativos agudos y crénicos tanto en humanos como en animales.

8. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales, sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis frente cdncer de mama

9. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales, sales farmacolégicamente aceptables de los
mismos, seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis frente cdncer de pulmoén.

10. Uso de merosesquiterpenos, sus derivados, formas homoquirales, sales farmacol6gicamente aceptables de los

mismos, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o
profilaxis frente cdncer colorrectal.

10
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201050019

1. Documentos considerados.-

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

D01 A F BARRERO et al., Tetrahedron 1999, vol 55, 1999
pags. 15118-15208. "Synthesis and antitumor activity of
Puupehedione and related compounds", pag 1582 primer parrafo,
pag 15191.

D02 E PEREZ-GARCIA et al., Journal of Natural Products 2005, vol 68 2005
(5), pags 653-658. "Merosesquiterpenes from two sponges of the
genus Dysidea", resumen.

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

La solicitud se refiere al uso de merosesquiterpenos sintéticos del tipo puupehenona de férmulas 1 y 2 (reivindicacién 1)
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer.

El documento D1 se considera el mas proximo del estado de la técnica; divulga la sintesis de puupehediona y compuestos
relacionados (ver pagina 1582 y en concreto los compuestos 7 y 8) y se estudia la actividad antitumoral de varios de ellos
(ver pagina 15191 de D1). El documento D2 divulga las estructuras (compuestos 2-5) de algunos merosesquiterpenos y
menciona la actividad antitumoral de dos de ellos.

Aunque los compuestos descritos en la solicitud son también de tipo merosesquiterpeno, sus férmulas difieren
estructuralmente de los compuestos divulgados en D1 y D2, ademas no se puede considerar que un técnico en la materia
pueda llegar a concluir la actividad de los compuestos de la solicitud ya que ésta requiere un esfuerzo inventivo mediante un
estudio experimental y no es previsible a priori.

Por tanto, se considera que las reivindicaciones 1-10 de la solicitud tienen novedad y actividad inventiva, de acuerdo con los
requerimientos establecidos en los Art. 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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