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COMPOSICION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se ralaciona con una composiclén.

Especificamente, la presente invencién se relaciana con una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto en una cantidad que produzca una
dosis de no més de 200 ng diarlos. El compuesto es un compuesto clclico que
comprende un sistema de anillos y un grupo sulfamato. La presente invencion se
* relaciona asimismo con al uso de la composicién en aplicaciones terapéuticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los estrdgenos desempefian una funcidn trascendental en |Ia
anticoncepcion hormonal, en la terapia de reemplazo hormonal en |a menopausia -
(TRH) y en sl lratamiento de enfermedades ginecoldgicas (por efemplo,
carcinoma mamario) y snfermedades androldgicas (por ejemplo, carcinoma de
prostata). Para la TRH y |a anticoncepcién, los estrdgenos se utilizan
principaimente junto con un gestdgeno, par ejfemplo levonorgestrel, desogestral,
noretisterona, ciproterona acetato, clormadinona acetata, dienogest.

Cuando se los utiliza para la anticoncepcion, los estrigenos son necesarios
para suprimir de manera segura la maduracion del foliculo y la ovulacién, aunque
también reemplazan la secrecién ovérica enddgena de estradiol, al gue se
suprime en mayor medida. Este reemplazo es importante para mar;tener un ciclo
menstrual artificial y otras funciones genitales, lo que na se padria lograr en grado
satisfactorio utilizando solamente un gastageno.

Mas aun, ios estrégenos endégenps y exdgenos cumplen funciones
metabélicas y del sistema nervioso central de importancia en el organlsmo de la
mujer: lo$ niveles normales de estrdgenos realizan una contribuciéﬁ decisiva para
el bienestar de la mujer. Su presencia en el organismo contrarresta el desarrollo

de enfermedades cardiovasculares por medio de diversos mecanismos: la
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generacién de patranes lipoproteicos “favorables” en la sangrs, la inhibicién de los
depésitos de lipidos en las paredes de los vasos sangulneos, la reduccion de la
presidn sanguinea por medio de la influencia favorable sobre el tono vascular, la
disminucién de la resistencia a la perfusién en sactores vasculares esenciales, la
atenuacién de los estimulos contractiles del muisculo vascular. Las tinicas
intimas, al ser influenciadas por los estrogenos, liberen faclores que
contrarrestan la formacidn de trombos. Los esirdgenos también son
. indispensables para preservar la estructura dsea de la mujer. Su ausencla puede
dar como resultado la destruccitn del hueso (osteoporosis). Estos citimos efectos
“nerviosos contrales’ y "metabdlicos’ de los estrégenos constituyen un aspecto
fundamentai de ta TRH. Se puede considerar que los esirogenos tienen funciones
andlogas en el organismo masculino y que su retiro trae como consecuencia
trastomos similares a los de la mujer. Una diferencia entre ios dos sexos es que la
praduccién hormonal en 168 hombres cesa con menos regularidad y a una edad
més avanzada que en la mujer.

Sin embargo, pese 3 todos los aspectos positivos de la terapla estrogénica,
también existen problemas adn no resueltos que restringen el uso terapéutico de
los estrogenos o conllevan efectos perjudiciales.

Los westrégencs conocidos exhiben déficits farmacocinéticos. Los
astrdgenos naturales (el estradiol, la estrona, estrona sulfato, éataras de astradiol,
estriol) s6lo pueden ser bicdispenibles en un pequefilsimo grado si se los toma
por via oral. Este grado puede variar tanto de persona a persona que no se
pueden dar recomendaciones generales en cuanto a la dosis. La répida
eliminacién de las sustanclas de la sangre constituye otro problema. El reemplazo
de estrdgenos en la TRH frecuentemente debs ser adaptado &l individuo.

Lo mismo ocurre con los estrégenos sintéticos. El estercide estrogénico

sintélicamente modificado de mayor importancia es el etinil estradiol (EE). Este
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estrGgeno es cominante en la anticoncepcién hormonal oral. Aparte del EE, en
unos poccs casos se utiliza el mestranol; este es un “profirmaco® que es
metabolizado & EE en el organismo. Cuando se lo aplica a seres humanos por via
oral, el EE tiene una biodisponibilidad mucho mejor que los estrbgenos naturales
antes mencionados, aunque su biodisponibilidad oral varla considerablemente de
individuo a individuo. Varios autores han sefalado este hecho, asi como el hecho

de que las concentraciones en la sangre demostraron ser sumamenta irregulares

_ tras Ia aplicacion oral de esta sustancia (Goldzieher, J. W. 1889, Goldzleher, J. W.

1990, Humpel, M. 1987, Kuhnz, 1993),

Por afiadidura, los esirdgenos conocidos exhiben dé&ficits
farmacodindmicos. Tras la resorcidn de la luz intestinal, los ingredientes aclivos
aplicados por via oral penetran en el organismo por el higado. Este hecho es de
importancia especifica para Ios agentas estrogénicos, ya que el higado @3 un
érgano “target paré los estrédgenocs; la ingesta oral de estrégencos produce fuertes
efectos estrogénicos en el higado. La actividad secretoria, qué esté controlada por
los estrégenos en el higado humano incluye la sintesis de les proteinas de
transferencia CBG, SVG, TBG, antitensinégeno, varios factores que son
importantes para la fisiologla de la coagulacién sangufnea y las lipoprotefnas. Si
se introducen esirégenas naturales en el organisma femenino evitando al mismo
tiempo el paso por el higado (por @jemplo, mediante aplicacién tranadérmica), las
funciones hepdticas se mantienen virtualmente Inalteradas. Las dosis
terapéuticamente equivalentes de astrégenos naturales {ver |a definiclén anterior),
aplicadas por via oral, traen como consecuencia claras respuestas de los
pardmetros hepéticos: aumento de SVG, CBG, antitenainégsnd, HDL (lipoproteina
de alta densidad). Estos efectos hepaticos del estrégeno son claramente mas

fuartes cuando, en lugar de esirdgenos naturales, se utliizan formulaciones de



estrégencs equinos (mal llamados estrogenos conjugados) (Campbell, S. y otros,
1981). El etinil estradicl y el DES tienen una estrogenicidad hepatica aun mayor.

En lo que se refiers a las propiedades antigonadotrépicas, el EE o5
aproximadamente 4 a 18 veces mas estrogénico en el higado que los estrégenas
naturales aplicados por via oral (Campbell S., y otros, 1981). Esta configura una
disociacién de propiedades muy desfavorable.

Estos déficits son de importancia clinica considerable en los casos en que
se deben aplicar estrégenos naturales y sintéticos conocidos.

Una complicacién conocida que se puede producir tras la aplicacion de
altas dosis de estrdgeno a hombres que padecen carcinoma prostético es la
tromboembolia fatal. El potencial del EE para producir efectos sacundari.aa an el
higado determina, aunque en forma algo atenuada, la estrategia de la
antlconcepcién hormonal oral. Con vistas a los efectos anticonceptivos deseados
y al mantenimiento del proceso menstrual por un lado, y a la necesidad de tomar
en cuenta el considerable potencial de efectos secundarios por el otro, se puede
comparar al control de fos niveles de EE an sangre con una caminata sobre una
cuerda floja. Es bastante posible que un gran porcentaje de mujeres no puedan
aplicarse anticoncaptivos orales ya sea porque las anommalidades del sangrado
menstrual, o bien los efectos colaterales relacionados con 108 estrégenos exceden
el umbral de tolerancia.

La avidencia sugiere que los estrégenos son los princlpalés mitégenos
implicados en la promocion del desarrollo de tumores en tejidos endocrinos tales
como la mama y el endometrio. Si blen I_as concentraciones plasméticas de
estrégenos son similares en mujeres con o sin céncer meamario, los niveles de
estrona y estradiol en tumores mamarios son significativamante superiores a los
del tejido mamario normal o la sangre. Se cree que la sintesis in situ de

estrogeno realiza una importante contribucién a los altos niveles de estrégencs en
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tumores, y por lo tanto los inhibidores, en especial los inhibidores especificos, de
la biosintesis de estrdgenos son de valor potencial para el tratamlento de los
tumoras endocrinoldgicos.

En las ditimas dos décadas, se ha suscitado un interés considerable por el
desarrollo de inhibidores de la ruta de la aromatasa - que convierte al precursor
androgeno androstenediona a estrona. Sin embargo, ahora hay evidencias de que

la ruta de la estrona sulfatase (E1-STS), es decir la hidrélisis de la estrona sulfato

-a estrona (E1S a E1), a diferencia de ls ruta de la aromatasa, es la principal

fuente de estrégenos en tumores mamarios. Esta teoria se ve respaldada por una
modesta reduccidn de la concentracidn plasmaética de estrégenos en mujeres con
posterioridad a la menopausia con cdncer mamario tratados con inhibldores de (a
aromatasa tales como aminoglutetimida y 4-hidroxiandrostenediona, y también
por el hecho de que la concantracion de E1S en plasma en estos pacientes
tratados con inhibidores de la aromatasa se mantenga relativamente elevada. La
prolongada vida media del E1S en sangre {10 — 12 h) en comparacién con los
estrégenos no conjugados (20 minutos) y los altos nivelas de actividad de
esteroide sulfatasa en el higado, y en los {ejidos mamarios normales y malignos
también sirven de sustento a esta teoria.

La PCT/ GB92/01587 describe novedosos Inhibidares de ia estercide
sulfatasa y compaosiciones farmacéuticas que los contienen para usar en el
tratamiento de tumores dependientes de la estrona, espacialmente el cancer de
mama. Estos Inhibidores de asteroide sulfatasa son ésteres de sulfamato tales
vy N, N-dimetil eaimnw x.__p_r_gf_m:entemanto,_egjmna-a-aulfamato’
(también conocido como "EMATE"). En WO 98/05218 y WO 96/05217 se
describen otros ésteres de sulfamato. Eslos ésieres de sulfamato incluyen el
estradiol-3-sulfamato (al qu.e enla presérite se hace referencia como J985).

El EMATE (estrona-3-O-sulfamato) tiene la siguiente estructura:



Se sabe que ol EMATE es un polente inhibidor de E1-STS, ya que exhibs
una inhibicion superior al 99 % de la actividad de E1-STS en células MCF-7
intactas a razén de 0,1 mM. El EMATE también inhibe la enzima E1-STS en forma
- dependiente del tiempo y la concentracidn, {0 que Indica que aciia como activo
inactivador de sitio especifico. Sl bien originariaments sl EMATE estaba destinado
a la inhibiclén de E1-STS, también inhibe la deshidroepiandrosterona sulfatasa
(DHA-STS), que se cree es una enzima que cumple un papel crucial en la
regulacién de la biosintesis del esteroide astrogénico androstenediol. Ademis,
ahora se cuenta con evidencias que sugieren que e! androstenediol puede ser de
importancia aun mayor como promotor del desamolio de tumores mamarlos. El
EMATE también es activo in viva como inhibidor casi total de las actividades de
E1-STS (99 %) y DHA-STS (99 %) en el higado de la rata, si se lo administra por
via oral o subcutanea. Méds aun, se ha demostrado que el EMATE tiene efecto
intensificador de la memoria en ratas. Las estudios en ratones han sugerido una
asociacion entre la actividad de DHA-STS y |a regulacién de parte de la respuesta
inmune. Se piensa que esto puede ocurrir también en humanos. El dtomo O que
actia como puente en la porcit.:n sulfamato de! EMATE es imporienie para la
actividad Inhibitoria. Por consiguiente, cuaqdo se reemplaza el atomo 3-O con
otros heteroatomos como en el caso de.la estrona-3-N-sulfamato y estrona-3-S-
sulfamato, estos andlogos son inactivadores més débiles y no dependen del

tiempo.
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Si bien se puede haber obtenido una potencia dptima para la inhibicion de
E1-STS en EMATE, es posible que se pueda liherar estrona durante la inhibicién
de !a sulfgiasa y que EMATE y su congénere estradiol puedan poseer aclividad
astrogénica.

Ahmed y otros (Biochem Biophys Res Commun 1999 enero 27; 254(3): 811
— B) dan a conocer un estudio sobre la relacion estructura — actividad de los
inhibidores esteroides y no esteroides de STS.

Por lo tanto, es un objetivo de |a presents Invencion presentar
composiciones novedosas adecuadas para la anticoncepcidn oral, 1a terapia de
reemplazo hormonal, 1a inhlbicidén de E1-8TS, asi como paré otras aplicaclones
terapéuticas.

ASPECTOS RESUMIDOS DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion se basa en el asombroso hallazgo de que ciertas
composiciones que presentan un compuesio clclico, compuesto ciclico que
comprende un sistema de arillos y un grupo sulfamato (“un compuesto de
sulfamato”) en una cantidad que da origen a una dosis de no més da. 200 pg/ dia
pueden producir la antimepcién oral, la terapia de reemplazo hormonal y/o ia
inhibicién da E1-STS.uEn Iagqcllosls"grovistas por la compasicién de la presente
invencién, los compuestos administrados exhiben una relacién més favorable
entre los efectos buscados y los terapéuticamente perjudiclales.

Los compuestos de sulfamato comprenden por lo menos un componente
anular. Ese componente anular pomprande por lo menos 4 étomos en el anillo.
Tipicamente, esos 4 &tomas 'son ;i;:ﬁma de carbono. Por consiguients,
tipicamente ese componente anular conforma un grupe hidrocarbilo. El
compuesto ciclico incluye asimismo un grupo sulfamato como sustituyente(s)
adicional en el sistema de anillos. El grupo sulfamato es un sustituyente del

componsente anillo.



SPECTOS P NORIZADO LAP ENTE | N
De acuerdo con un aspecio de la presente invencién, se presenta una
composicion farmacéutica que comprende
(i) un compuesto de la férmula (1)

R--@_ K Férmula |

en ia cual: X es un anillo de hidrocarbilo con par io menos 4 dtomos en el
anillo; K es un grupa hidrocarbilo; Rs es un grupo sulfamato;

(i) optativamente mezclado con un vehiculo, diluyente, excipiente o
adyuvanle farmacséuticamente aceptable,

donde el compuesto esti presente en una cantidad que produzca una dosis
de no mas de 200 g/ dfa. '

En un aspeclo aiternativo, la prasente invencion presenta una composlicldn
farmacéutica que comprende un compuesto, donde el compuesto estd presente
en una cantidad tal que se depare al plasma sanguineo del sujeto a iratar e}
compuesto antes dascripto 0 un metabolito del mismo en una cantidad que no
exceda los 200 ug/ dla.

La dosis méxima mgnciongda, as{ como todas las dosis a las que se haca
referencia en la presente memoria des: .%ﬁva se relaciona con una dosis para un
sujeto de 70 kg, a menos que sa indique lo contrario. Una persona capacitada en
la material podria modificar facilmente las dosis mencionadas para un sujeto que
tenga una masa que no sea de 70 kg.

La dosis diaria se calcula dividiendo la dosis a administrar al sujeto por el
perfode de dosificacién estimado, en dias. El periodo de dosificacién estimado es

tipicamente el perfodo hasta la siguiente administracian, e! periodo durante 31 cual
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la dosis ha de producir su efecto o el periodo durante el cual es necesario que la
dosis tenga efecto.

De acuerdo con un aspecto de |a presente invencitn, se presenta una
compaosicién de acuerdo con la presente invencién para usar en medicina.

De acuerdo con un aspecto de [a presente invencién, se presenta el uso de
una composicioén de acuerdo con la presente invencion en la elaboracion de un
medicamento para usar en anticoncepcidn oral.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se presenta sl uso de

‘una composicldn de acuerdo con la presente invencién en la alaboracién de un

medicamento para usar en terapla de reemplazo.

De acuerdo con un aspecta de la presente invencidn, se presenta el uso de
una composicion de acuerdo con la presente invencién en ia elaboracion de un
medicamento para usar en el fratamiento de un trastorno o enfermedad asociada
con STS.

De acuerdo con un aspecto de le presants invenclén, se presenta el uso de
un compuesto de acuerdo con la presenta invencién en la elaboraclén de un
medicamento para usar en el tratamienta de un trastomo o enfermedad asoclada
con niveles adversos do STS.

De acuerdc con un'aspe'éto de "l presente invencidn, se presenta un
método para fratar a un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto un
compuesto de acuerdo con la presente invencién en una cantidad que no exceda
los 200 pg/ dia.

Para facilidad de referencla, se describen estos y otros aspectos de la
presente invencién bajo los encabezamientos de seccidn correspondientes. Sin
embargo, las descripciones presentadas en cada seccién no estdn

necesariamente limitadas a cada seccidn especifica,
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De preferencia, el compuesto estd prasente en la composicion en una
cantidad que dé lugar a una dosis de 10 a 200 pg diarios.

De preferencia, el compuesto estd presente en la composicidn en una
cantidad que dé lugar a una dosis de 50 a 200 pg diarios.

De preferencia, el compuesto estd presente en la composicién en una
cantidad que dé lugar a una dosis de 20 a 50 ug diarios.

En otro aspecto, el compuesto astd presente sn la composicién en una
cartidad que dé lugar a una dosis que no exceda o sea inferior a 100 ug/ dia.

La composicidn -puede sor formulada de tal manera gue la administracién
diarla, semanal o mensual dé origen a la dosis diarla buscade. Por ejemplo, la
presente invencidn pueda proporcionar una composicion que comprerdia el
compuesio de sulfamato en una cantldad de no més de 200 pg/ dosis (para una
dosis diaria), no mas de 1,4 my/ dosis (dosis semanal) o no mayar que 5 mg/
dosls (dosis mensual). Se apreciard que la composicion también puede ser
formuiada para la administracién ¢on una frecuencia mayor o menor que diaria,
semanal 0 mensual. S -

De preferencia, X an combinacién con K imita una estructura estercide.

De preferencla, K as un grupo clclico.

De preferencia, X &8s un anillo de seis mien"nbms.

De preferencia, el anilio X tiens seis &tomos de carbono en el anilio.

Es proferible que el compuesto de la férmula | tenga la f6rmula presentada
como Férmula il, en la cual cada uno de Rs, X y K tiene el significado antes
expuesto. '

Py

Férmula Il
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Es preferible que el grupo K y el anillo X, juntas, contengan, incluyendo
todos los sustituyentes, un méximo de aproximadamente 50 stomos de carbono,
més generalmente no més de aproximadaments 30 a 40 dtomos de carbono.

Es preferible que X, en combinacién con K, sea una estructura de anillo
esteroidal.

De preferancia, el grupo Rs esta en la posicidn 3 del anillo X. .

De praferencia, Rs es un grupo sulfamato.

De preferencia, el compuesto as de ia férmula 1li
Rm Férmula Il

Rz

en la cual X Ky Rs son como se_lgs definiera anteriormente, y donde Rh1
es un grupo halo optativo; Rh2 as un grupo halo optativo; por lo menos uno de
Rh1 y Rh2 esta presente.

De preferencia, el Rh1 estd en Ia posicién 2 del anillo X.

De preferencla, el Rh2 esta en la posicion 4 del anilio X.

Para algunas aplicaciones, es preferible que 108 compuestos no tengan
efecto estrogénico, o lo tengan en infime grado.

En una realizacidn, la composicién de la prasente Invencién sirve para el
tratamiento del cdncer mamario.

AL VENT.

Las ventajas clave de la presente invencion incluyen la farmacocinética y
farmacedindmica mejoradas de la composicion de acuerdo con la presente

invencidn.

’_-“ e L

Una ventasja clave de Ja presente invencidn es que en la dosis

administrada. / los compuestos da sulfamato tisnan un hain mnrnhnqumn hnmin 5

(7
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Se cree que los compuestos de la presente invencién, tales como EMATE y J995,
tienen una elevada afinidad por los aritrocitos, por lo que ss fija hasta 98 % del
compuesto en la sangre. El paso del compuesto por el higado en eate
compartimiento evita la extraccion, el metabolismo y la acclén de primer paso
hepético. Par consiguiente, los compuestos de sulfamato administradas tienen
elevada biodisponibilidad. '

Otra de las ventajas clave de la presente invencién es que los compuestos

. de sulfamato exhiben poca variacibn en la coencentracion plasmdtica deo un

individuo a otro. La reduccién de la variacién antre individuos de los niveles de
esirogeno en la sangre permite especificamente la produccion de un
monoproducto tanto para sujetos histerectomizados como no histerectomizados,
sin necesidad de desarroliar productos separados.

Otra de las ventajas ;:Java dela presents invencién es que los compuestos
de sulfamato exhiben una lenta eliminacién por el sujeto. La composicién de la
presente invencion produce niveles plasmélicos constantes de estrona (E1) y
estradiol (E2).

Una ventaja clave de la presente invencidn ss que, en la dosis
administrada, los compuestos de sulfamato tienen poca accién hormonal. Por lo
tanto, se reducen los riesgos de trombosia venosa profunda.

Unt; veniaja ciave de la presente invencidn es que, en la dosis
administrada, se confiere proteccién a los huesos, y al mismo tiempo la dosis es
inferior al umbral de proliferaciéry estimulacién del endometrio. Como se indicara
anteriormente, los estrdgenos son indispensables para preservar la estructura
ésea en las mujeres. Su ausencia puede lra'er como consecuencla la destruccién
del hueso (osteoporosis). Sin embargo, en una TRH tipica, se administra una

estrona en una dosis tal que prolifera el endometrio, asi como los efectos

9
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benéficos. La composicién de [a presente invencién da lugar a una terapia de
resmplazo hormonal pare la proteccion ésea sin estimulacion del endometrio.

Por consiguiente, en otro aspecto, 1a presente invencién presenta el uso de
un compuesto de acuerdo con lo definido en la presente, prefarent_emente una
composicién de acuerdo con lo definido en [a presente, en ia elaboraciéon de un
medicamento para la terapia de reemplazo hormonal con proteccién ésea sin

astimulacion del sndometrio.

Otra ventaja es que la composicion pueda ser formulada sin la

- incorporacién de progestinas.

Otra ventajJa es que la composicidon puede ser formulada sin la

incorporacion de gestégenos.

Al o

Otra ventaja 8s que algunole. de los compuestos pueden no tener capacidad
para ser metabolizados a compuestos que manifiestan o inducen actividad
hormonal.

Algunos de los compuestos de la presente invencién son ventajosos
asimismo por el hecho de qua pusden ser oraimente activos.

Algunos de los compuesios de 1a presente invencidn pueden ser \tiles para
al tratamiento del cdncer, como el cdncer mamario, asl como para trastomos no
malignes (como alternativa), tales como la prevencién de snfermedades
autoinmunes, sobre todo cuando los productos deben ser administrados desde
una edad precoz.

Por consiguiente, se cree que algunos de los compuestos de la presente
invencidén tienen usos terapéuticos aparte del tratamiento de los cénceres
andocrinolégicos tales como ser en e} tratan;iento de enfermedades autoinmunes.

TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL

La composicién de la presente Invencién puede ser _fon'nulada para

producir una terapia de reemplazo hormonal. La composicién se formula de
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nancia Yyue cantonga ef compusslo de sulfamato on una cantidad Lal yue, seydn
la frecuencia de edministracién-prescripta;-se-aporte-la-dosis_diaria_necesaria-déi
compuesto de sulfamata. ' |
En un aspecto, se ha de formular la composicién de manera que dé lugar a
la administracién diaria. Esta composicion puede ser formulada en combinacién
con progestinas.
En todos (0s aspeclos de la presente invencidn, incluso en Ia
) administracion oral diaria, se obtiene |a terapla de reemplazo hormonal de manera
més conveniente que la apiicacidn de un parche transdérmico, que es una ruta de

LU R,

administracién tipica para la TRH.
DIARIA |
Cuando se crea un régimen diario de administracién de, por ejemplo, 100
ng/ dia, se observan princip.almente las siguientes ventajas clave,
reduccion de la variacion de {os niveles de estrégeno en ia
sangre del sujeto de un individuo a otro
niveles pl.asmélicos estables de E1y E2
Cuando se crea un régimen diario de administracién de 20 a 50 ng/ dia, se
observan principalmente las siguientes ventajas clave.
no se ahserva sangrado uterino
no hay impacto sobre la glandula mamaria.
SEMANAL
En un aspecto, sa ha de formular la composicion de manera que se dé
lugar a fa administracién semanal. Se puede proporcionar una dosis de 0,5 a 2
mg/ semana, por ejemplo de 1 mg/ semana.
La dosis semanal es ventajosa por motivos de conveniencia con respecio
tanto a los parches como a la administracién diaria de la composicion de la

presente invencion.

19
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MEN

Tambien se contempla una composicion para TRH mensual en la cual se -

provee una dosis mensual de 2 a 4 mg, o de hasta 5 mg/ dosis del compuesto.

M4s aun, las compaosiciones farmacéuticas que contienen los compuestos
de acuerdo con {a presente invencidn pueden ser utilizadas para el tratamiento de
las endometriosls y para la terapia de tumores asociados con los estrdgenos. En
este aspecto, una de las ventajas clave de la presente invencidn es que los
_ compuestos de sulfamato de la pr.e:e-nte invencién pueden actuar como
inhibidores de Ia esteroids sulfatase.

EROID ATA

La esteroide sulfatasa — a la que en ocaslones se hace referencia comé’

esteroide sulfatasa o esteril sulfatesa o, abraviado “STS" ~ hidroliza a varios
"esteroides sulfatados tales como la estrona sulfato, dihidroespiandrosterona
sulfato y colesterol sulfato. Se ha adjudicado a la STS el niimero de enzima EC
316.2

La STS ha sido clonada y expresada. Ver, por ejemplo, Stein y otros (J.
Biol.. Chem. 264: 13865 — 13872 (1989) y Yen y otros (Cell 49; 443 — 454 (1987)).

La STS es una enzima que ha eslada ir}\plicada 8N un nuamero de
trastornos patolégicos.

A manera de sjemplo, los trabajadoras han encontrado que una deficiencia
total de STS produce ictiosis. De acuerdo con algunos trabajadores, la deficiencia
de STS es baatante predominante en Japén, Los mismos trabajadores (Sakura y
otros, J Inherit Metab Dis 1987 Nov; 20(6): 807 — 10) han dado a conocer también
qus las enfermedades alérgicas — tales com.o el asma bronquial, la rinitis alérgica
o la dermatitis atépica — pueden estar asociadas con una deficiencia de esteroide

sulfatasa.
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Ademés de provocar estados patoldgicos por medio de una falta total de
actividad de STS, un mayor nivel de actividad de STS también puede causar
trastornos patoldgicos. A manera de ejemplo y de acuardo con lo indicado
anteriormente, existen fuarles evidencias que confirman la funcién de la STS e.n el
desarrollo da cAncer mamario y metéstasia.

La STS también ha estado implitada en otros estados de enfermedad. A
manera de ejempio, Le Roy y otros (Beba Genet 1999 Mar, 29(2): 131 - 8) han
determinado que puede haber una comelacion genética entre la concantracién de
" esteroide sulfatasa y la iniciaclén d comportami.amo de ataque en ratones. Los
autores llegan a la conclusién de que la sulfatacién de esteroides puede ser el
principal iniciador de una compleja red, que Incluye los genes que han
demostrado estar implicades en la agresién por medio de mutagénesis.

INHI ST

Se cree que algunos trastomos asociados con la aclividad de STS se
deben a la conversién de una estrona sulfatada no activa a una estrona activa no
suifatada. En los desérdenes patol6gicos asociados con la actividad de STS, serfa
conveniente inhibir la actividad de STS,

En este caso, el término “Inhibir® incluye reducir y/o eliminar y/o ocultar y/o

prevenir la accién deletérea de STS.

INHIBIDOR DE STS

De acuerdo con la presente invencién, el compuesto de la presente
invencién tiene capacidad para actuar como Inhibidor de STS.

En este caso, el término "inhibidor” utilizado en la presente con respecto al
compuesto de la presente invencién repressnta un compuesto q que puede
ihhibir la actividad de STS —~ como por ejemplo reducir y/o eliminar y/o ocultar y/o

pravenir la accién deletérea de STS. El inhibidor de STS puede actuar como

antagonista.

2]
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La aptitud de los compuestos para Inhibir la actividad de estrona sulfatasa
puede ser evaluada empleando células intactas de cancer mamario MCF-7 o
microsomas placentarios. Ademsds, se puede utilizar un modelo animal. Los
detalles acerca de Protocolos de Ensayd adecuados aparecan en las siguientes
secciones. Se debe apreciar que se podrian emplear otros ensayos para
determinar la actividad de STS y, de esa manera, la inhibicién de STS. Por
ejemplo, también se puede hacer referencia al texto de WO-A-98/50453,

De preferencia, para algunas aplicaciones, el compuesto ee caracteriza
ademds por la caracteristica de que, en caso de sustitulr el grupo sulfamato con
un grupo sulfato para formar un derivado de sulfato, luego el de.rivado sulfato
seria hidrolizable por una enzima con actividad de esteroide sulfatasa (E.C.
3.1.6.2) - es decir, al ser incubada con esteroide sulfatasa EC 3.1.6.2apH74ya
37°C.

En una realizacion preferida, si se debiera reemplazar el grupo sulfamato
con un grupo sulfato para formar un compuesto de sulfato, luego ese compuesto
de sulfato podria ser hidrolizado por una enzima con actividad de esteroide
sulfatasa (E.C. 3.1.6.2) y produciria un valor Km inferior a 200 mmolar,
preferentemente inferior 8 150 mmaolar, preferentemente inferior a 100 mmolar,
preferentemente Inferior a 75 mmolar, prefarentemente inferior a 50 mmaolar al ser
incubado con esteroide sulfatasa EC 3.1.6.2apH 7,4 y a 37°C.

En una realizacién preferida, el compuesio de a presente invencién no es
hidrolizable por una enzima con actividad de esteroide sulfatasa (E.C. 3.1.6.2).

Para elgunas aplicaciones, es preferible que el compuesto de la presente
invencién tenga por lo menos una selectividad de 100 veces por un target
propuesto (por ejemplo, STS), preferentemente una selectividad de por lo menos
150 veces con respacto al target deseado, preferentemente de por lo menos 200

veces con respecto al target deseado, preferentemente de por lo menas 250
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veces con respecto al target deseado, preferantemente de por lo menos 300
veces con respecto al target deseado, preferentemente de por lo menos 350
vecas con raspecto al target deseado.

" Se debe notar asimismo que el compuesto de la presente invencién puede
tener ofrag propiedades benéficas ademés o en lugar de su capacidad para inhibir
la actividad de STS.

GRUPQ K

No as necesario que el grupo K sea una estruciura ciclica. En éste aspacto,
el grupo K puede ser una estructura lineal que puede tener Ja capacidad de
conformarse a una estructura anular al encontrarse in vivo.

En un aspecto preferido, el grupo K es ciclico - como para formar el grupo
clelico K.

No es necesario que el grupo clelico K estd fusionado al anillo X. En este
aspacto, los mismos pueden estar separados por un grupo espaclador adecuado
- que pueds conasistir en un grupo hidrocarbifo.

En un aspecto preferido, el grupo clclico K esté fusionado al anillo X.

El grupo K puede ser un grupo paliciclico, que puede na ser un policicio
fusionado.

Por consiguiente, en un aspecto preferido, el grupo K y el anillo X
conforman un campuesto paliciclico. De acuerdo con lo seftalado, en ests caso el
término “policlclico” incluye estructuras anulares fusionadas y no fusionadas,
incluso combinaciones de las mismas.

Por 10 menos uno de los grupos cicliqoa Ky X puede representar un grupo
heterociclico (un heterocicio) o un grupe no heterociclico.

Por lo menas une de los grupos ciclicos K y X puede ser una estructura de

anillo saturado o una estructura de anillo no saturado (tal como un grupo arilo).
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Es preferible que por lo menos uno de los grupaos ciclicos sea un anillo de
arilo.

St el grupo ciclico as paliciclico, algunoes a todos los componentss del anillo
del compuesto pueden estar fusiqnados_ grltre 8l o unidos por medio de uno o mas
grupos espaciadores adecuados. )

El compuesto policiclico puede c¢comprender un nimero de anillos
fusionados. En este aspscto, los anilios fusionados pueden comprender cualquier
. combinacian de anillos de diferentes tamafios, como por ejemplo 3 anillos de seis
miembros (6, 8, 6), un anillo de seis mismbros, un anillo de sieta miembros y un
anillo de seis mlembros (6, 7, 6), un anillo de seis miembros y dos anillos de ocho
miembros (6, 8, 8) etc.

En un aspecto, la presente invencion se relaciona con compuestos an los
cuales los compuaestos policiclicos no son anilios (8, 8, 7). En otro aspecto, la
presenta invencldn se relaciona con compuestos en los cualas los compuestos
policiclicos sdlo contienen anillos que no tienen 7 miembros.

De preferencia, el compussto policiclico ha de contener, incluyando todos
los sustituyentes, no méds de aproximadamente 50 éto;nos de carbono, mas
habituaimente no mds de aproximadamente 30 a 40 4tomos de carbono.

E! compuesto policiclico puede comprender por lo menos dos componentes
de anillo o por o menos tres componentas de anillo, o por lo menos cuatro
componentes de anillo.

Es preferible que el compuesto paficiclico comprenda cuatro componentes
de anillo.

Los compuestos policiclicos praferidos tienen un componente de anilio

asteroide o bio-ésteres del mismo.

24
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HI C L

El términa “grupo hidracarbile” empleado en el presente contexto significa

e

un grupo que comprendes por lo menos C y H y puede contener optativamente uno
0 mas sustituyentes adecuados adicionales. Entre los ejemplos de tales
sustituyentes pueden incluir halo, alcoxi, nitro, un grupo alquilo, un grupo ciclico,
etc. Ademas de la posibilidad de que los sustituyentes sean un grupo ciclico, una
combinacién de sustituyentes puede formar un grupo ciclico. Si el grupo
_ hidrocarbilo comprende no méds de un C, luego no es necssario que esos
carbonos estén ligados entre si. Por gjemplo, por lo menoa dos de los carbonos
pusden estar ligados por medio de un elemento o grupo adecuado. Es asi como
el grupo hidrocarbilo puede contener heterodtomos. Los heterodtomos adecuados
resultaran obvios para los expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, azufre,
nitrdgeno y oxigeno. Un ejemplo no limitante de grupo hidrocarbilo es un grupo
acilo.

Un grupo hidrocarbilo tipico es un grupo hidrocarburo. En este contexto, e
término “hidrocarburo” significa cualquiera de un grupo alquilo, un grupo alquenilo,
un grupao alquinila, grupos éstos que puaden ser lineales, ramiﬁc_ados o ciclicos, o
bien un grupo arila. El término hidrocarburo también Incluye asos grupos, pero
cuando han sido optastivamente sustituldos. Si al hidrocarburo es una estructura
ramificada que tiene sustituyente(s) en el mismo, luego la sustitucion puede estar
en la cadena principal (_iel hidracarburo © en la ramiflcacién; por otro lado, las
sustituciones pueden esiar en la cadena principal del hidrocarburo y en la
ramificacion.

PQ SULFAMAT
En una realizacién, el anitlo X tiene un grupo sulfamato como sustituyente.

El té&rmino "sulfamato” empleado en la presente incluye un éster de acido
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sulfdmico o un éster de un derivado N-st-astituido de &cido sulfamico, o bien una
sal del mismo.

Si Rs es un grupo sulfamato,. en ase caso se hace referencia al compgesto
de la prasente invencién como compuesto de sulfamato.

Tipicamente, el grupo sulfamato tiene ia formula:

(R1)(R2)N-5(0)(0)-0-

en la cual preferentemente R1 y R2 son independientemente seleccionados
entre H, alquilo, cicloalquilo, alquenilo y arilo o combinaciones de los mismos, o
juntos representan alquileno, donde el o cada grupo alqullo o clcloalquilo o
alquenilo contiene optativamente uno o més heterodtomos o grupos.

Cuando estdn sustituidos, los compuestos N-sustituidos de la presente
invencién pueden contener uno o dos sustituyentes N-alquilo, N-alquenilo, N-
cicloalquile ¢ N-arilo, que preferentemente contienan o cada uno de los cuales
contlene un maximo de 10 dtomos de carbono. Cuando R1 y/o R2 es alquilo, los
valores preferidos son aqueilos en los cuaies, cuando cada uno de R1yR2es
independientemente seleccionado entre grupos alquiio inferiar que contienen de 1
a 6 atomos de carbono, es decir metilo, etilo, propilo, etc., tanto R1 como R2
pueden ser metilo. Cuando R1 y/o R2 es arilo, los valores tipicos son fenilo y tolilo
(pPHCHS; 0). Cuando R1 y R2 representan cicloalquilo, los valores tipicos son
ciclopropllo, ciclopentilo, ciclohaxile, ate. Cuando astdn unidos antre sf, R1 y R2
representan tipicamente un grupo alquileno que presenta una cadena de 4 a 6
atomos de carbono, optativamante interrumplda por uno o mds heterodtomos o
grupos, por ejemplo para producir un heterociclo de 5 miembros, por ejemplo
morfolino, pirrolidine o piperidine.

Dentro de los valores se incluyen grupos alquilo, cicloalquilo, alquenilc y
arilo sustituidos que contienen, como sustituyentes, uno o mas grupos que no

Interfieren con la actividad inhibitoria de suifatasa del compuesto en .cuestidn.
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Entre los ejemplos de sustituyentes que no interfieren se cuentan hidroxi, amino,
halo, alcoxi, alquilo y arilo.

En algunas realizaciones, el grupo sulfamato puede formar una estructura
anular &l estar fusionado (o asociado con) uno o més &omos del grupo o
presentes en el grupo X. |

En algunas realizaclones, puede haber mas de un grupo suifamato. A
manera de sjemplo, puede haber dos sulfamatos (es decir, compuestos de bis-
sulfamato). Si estos compuestos estdn basados en un nucleo esteroide,
preferentemente el sagundo grupo sulfamato (0 por lo menos uno de los
adicionales) esta situado en la posicitn 17 del nicleo esteroidal, No es necesario
que estos grupos 3ean iguales.

En algunas realizaciones preferidas, por lo menos uno de R1y R2 es H.

En otras de |as realizaciones preferidas, cada uno de R1 y R2 es H.

IMITACION '

En un aspecto, X y K pueden ser una imitacién de una astructura de anillo
esteroidal.

El término “imitacidn” empleado en la presente significa que tiene una
estructura similar o diferents pero que tiene un efecto funcional similar. En otras
palabras, el grupe Ky el anillo X juntos, pueden representar una bioisoesterac de
los anllios de un esterolde o una parte activa de los mismos.

En un aspecto preferido, el grupo K y el anillo X juntos pueden ser un
bicisoesterea de ios anillos de estrona o parte de los mismos.

ESTRU E ANILLO ESTEROID

En un aspecto preferido, X y K conforman una estructura de anillo

esteroidal - es decir, un esqueleto de ciclopentanofenantreno o bioisoesiéreos del
mismo.



Como es de conocimiento de los téenicos en la matenria, una estructura

clasica de anillo esteroidal tiene la siguiente férmula genérica:

°o-a.

o

En la formula que antecede, los anillos han sido rotulados de manera

convencional.

20 >

Un ejemplo de bioisocestereo es cuando uno o més de 1os anillos A, B, C y
D es un anillo heteroclclico y/o cuando una o més de los anlilos A, B, Cy D ha
sido sustituido y/o cuando uno o més de los anillos A, B, C y D ha sido
modificado, pero donde el bicisoestereo, en ausencia del grupo sulfamato, tiene
propiedades estercidales.

En este aspacto, a estructura de una astructura policiclica preferida puede

ser representada de la siguiente manera:
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donde cada anillo A', B', C' y D' representa independientemente un anillo
heterociclico o un anille no heterociclico, anillos que pueden estar
independientemente sustituidos o no sustituidos, saturados o insaturados,

A manera de gjemplo, uno o més cualesquiera de [0s anillos A', B’, C'y D’
puede estar sustituido con grupos adecuados — como ser un grupo alquilo, un
grupo arilo, un grupo hidroxi, un grupo halo, un grupo hidrocarbilo, un grupo
oxihidrocarbilo, etc.

Un ejemplo de D' es un anillo no hetercociclico de cinco o seis miembros
con por 1o menos un sustituyente,

En una realizacion preferida, ol anillo D' esté sustituido con un grupo stinilo.

Si alguno de los anillos A', B, C' y D’ es un anilio heteroclclico, luego ese
anillo heterociclico preferentemente comprende una combinacion de dtomos de C
y por lo menos un dtomo de N y/o por lo menos un étomo de O. Puede haber
otros dtomos heterociclicos en el anillo.

Entre los ejemplos de anlilos de nlcleos esteroidales preferidos A' — D' de
los compueslos de la presente invencidn 8se cuentan los anillos A-D de
deshidroeplandrosterona y estrégenocs, Incluyendo estrona, Los estrégenos
preferidos incluyen estrégencs naturales tales como estrona, estradiol, estratriol,
epiestriol y estrdgenos conjugados (derivados de equllenina).

En un aspecto de la presente invencién, es preferible 'que el compuesto de
la prasente invencibn sea un profdrmaco de un estrddeno natural,
preferentemente un esirdgeno natural seleccionado entre estrona, estradiol,
ostratriol y epiestriol. ' .

Los anitlos de niicleos esteroidales preferidos A'-D’ de los compuestos de

la presente invencién incluyen los anilios A-D de:
gstronas y estronas systituidas, a saber;

astrona
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4-OH-estrona
6a-OH-estrona
70-OH-estrona
168a-OH-estrona
18a-OH-estrona
17-desoxiestrona
estrona

gstradioies v sstradioles sustituidos, a saber:
4-0OH-17p-estradiol
6a-OH-17g-esliradial
Ta-0OH-17p-estradiol
60-OH-17a-estradiol
16et-OH-17a-estradiol
16a-OH-17p-astradiol
168-0OH-17a-estradiol
16p8-OH-17p-estradiol
17a-estradiol
17B-estradiol
17a-etinil-17p-estradiol
178-etinil-17«-estradiol
17-desoxieatradiol
Lastrioles y estrioles sustituidos, a saber:
estriol

4-OH-estriol
6a-OH-estriol
7a-0OH-estriol

17-desoxiestriol
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deghi iandrosteronas y deshidroepia steronas sustitui [
deshidrospiandrosteronas
6a-~OH-deshidroapiandrosterona

7a-OH-deshidroepiandrosterona

16a-0OH-deshidroepiandrosterona

168-OH-deshidroepiandrosterona

En términcs generales, el sistema de anillos A'B'C'D' puede contener una

~ variedad de sustituyentes no interferentes. En espacial, el sistema de anillos

A'B'C'D’ puede contener uno o0 mas de hidroxi, alquilo, especialmente alquilo

Inferior {Cy-Cé), por ejemplo metilo, etilo, n-propilo, isoprapile, n-butilo, sec-butilo,

terc-butilo, n-pentilo y otros isomeros de pentilo y n-hexilo y otros isémeros de

hexilo, alcoxi, especialmente alcoxi inferior {(C1-Cs), por ejemplo metoxi, etoxi,

propoxi, lquinilo, por ejemplo etinilo o halégeno, por ejemplo sustituyentes fluoro.
En un aspecto sumamente preferido, se combina una estructura de anillo

asteroidal con sustituyentes preferidos de acuerdo con la presente invencién de

tal manera que el compuesto de la presents invencidn sea seleccionado entre los

compuestos de las férmulas:

17a etinll 17p estadliol-3-suifamata  17p estradiol-3-sulfamato

17a estradiol-3-sulfamato astrone-3-sulfamato (EMATE)

3t
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~OH

N
Kn-g-o
H 6
estriol-3-sulfamato

ESTRUGTURAS NO ESTEROIDES

En una realizacién altemativa, el compuesto de la prasente invencion

. pusde no contener o astar basado en un nicleo estercide. En este aspacto, el

compuesto policiclico puede contsner ¢ basarse en un sistema de anilios no
esteroidal - tal como dietilestilbestrol, estilbestrol, cumarinas, flavonoides,
combrestatina y otros sistemas anulares. En US-A-5567831 se pueden encontrar
otros compuestos no estervides adacuados par usar en 0 como composicion de la
presente invencion.

QTROQS SUSTITUYENTES

E) compuesto de la presente invencidn puade tener sustituyentes diferentes
de Rhi, Rh2 y Rs. A manera de ejemplo, estos oiros sustituyentes pueden sar-
uno @ més de: uno o Mas grupos sulfamato, une o més grupos fosfonato, uno o
mds grupos tiofosfonato, una o mas grupos sulfonato, uno o mdés grupos
sulfonamida, uno o mas grupos halo, uno o més grupos O, uno © méas grupos
hidroxi, uno 0 mds grupos amino, uno ¢ més grupos con contenido de azufre, uno
0 més grupos hidrocarbilo — como ser un grupo axihidrocarbilo.

OQX|HIDROCARBILO

El tarmine grupo "oxhidrocarbilo® utilizado en la presente se refiere a un
grupo que comprende por lo menos C, H y O y que optativamente puede
comprender uno o0 mas sustituyentes adecuédos adicionales. Entre los ejemplos
de dichos sustituyentes se puede Incluir halo-, alcoxi-, nitro-, un grupo alquile, un

grupo ciclico, etc. Ademas de’la pofibilidad de que los sustituyentes sean un
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grupo clclico, una combinacidn de sustituyentes puade formar un grupo ciclico. Si
el grupo oxihidrocarbilo comprande més de un C, {uego no es necesario que asos
carbonos estén ligados entre sl. Por ejemplo, por lo menos dos de Ios carbones
pueden estar ligados por medio de un elemsnto o grupo adecuado. Por
consiguiente, el grupo oxihidrocarbilo puede contener heterodtomes. Los
heterodtomos adecuados son avidentes para los expertos en la tdcnica e
incluyen, por ejemplo, azufre y nitrdgeno.

En una realizacidn de la presente invencidn, el grupo oxihidrocarbilo es un
grupo oxihidrocarburo.

En este contaxto, el término "oxihidrocarburo® se refiere a cualquiera entre
un grupo alcoxl, un grupo oxialquenilo, un grupo oxialquinilo, grupos éstos que
pueden ser lineales, ramificados o clclicos, & bien un grupo oxiarilo. El término
oxihidrocarburo Incluye asimismo a aquellos grupos que han sido optativamente
sustituidos. Si el oxlhidrocarburo es una estructura ramificada con sustituyente(s)
en la misma, luago la sustitucidn puede estar en la columna principal del
hidrocarburo ¢ en la ramificacidn; por otro lado, las sustituciones pueden estar en
la columna principal del hidro.carburo y en la ramificacién.

Tipicamente, 8! grupo axihidrocarbilo es de la férmula C1.sO (tal como Ci.
30).

ENSAYOQ PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE STS UTILIZANDO
CELULAS CANCEROSAS
(PROTOCOLO 1)

Inhibicién de la Actividad de Esterolde Sulfatasa en células MCF-7

La actividad de esteroide sulfatasa se mide in vitro empleando células
MCF-7 de cancer mamario -humaaas_ intactas. Esta linsa celular hormona-
dependiente es de uso generalizado para el estudio del control del desarrclic de

células de cancer mamario en humanos. Posee considerable actividad de
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esteroide sufatasa (Macindoe y otros, Endocrinology, 123, 1281 — 1287 (1988);
Purohit & Reed, Int. J. cancer., 50, 901 — 905 (1992) y se la puede obtener en los
Estados Unidos en la American Type Culture Collection (ATCC) y en el Reino
Unido (por ejempio en The Imperial cAncer Research Fund).

Se mantiene a las células en Medio Minimo Esencial (MEM) (Flow
Laboratories, Irvine, Escocia) con un contenido de 20 mM de HEPES, 5 % de
suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, aminoacidos no esenciales y 0,075 % de
bicarbonato de sadio. Se siembran hasta 30 frascos iguales de cultivo tisular con
capacidad para ?5 cm? con aproximadamente 1 x 10° células/ frasco utllizando el
medio mencionado. Se cultiva a las células hasta una confluencia de 80 % y se
cambia el medio cada tres dias.

Se lavan monocapas intactas de células MCF-7 en frascos iguales de
cultivo tisular de 25 cm® con Solucidn Salina Equilibrada de Earle (ESS de ICN
Flow, High Wycombe, R. U.) y se las incuba durante 3 - 4 horas a 37°C con 5
pmoles (7 x 10° dpm) de [6,7-3H]estrona-3-sulfato (actividad especifica de 60
Ci/mmol de New England Nuc¢lear, Boston, Mass., Estados Unidos) en MEM libre
de suero (2,5 ml) junto con estrona-3-sulfato (11 concentraciones: 0: 1 M, 0,01
pM, 0,1 pM, 1 pM, 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM, 0,01 mM, 0,1 mM, 1 mM). Después de
la incubacién, cada uno de los frascos as enfriado y se introduce el medio (1 mi),
por medio de una pipeta, en tubos separados que contienan [14C)estrona (7 x 103
dpm) (actividad especifica de 97 Ciimmol de Amersham Intemational
Radiochemical Centre, Amersham, B_:-U;). La mezcla es agitada a fondo durante
30 segundos can tolueno (5 mi). Los experin_xantos han demostrado que, mediante
este tratamiento, se separa >90 % de [14C]estrona y < 0,1 % de [3H]estrona-3-
sulfato de |a fase acuosa. Se retira una porcién (2 ml) de la fase orgénica, se fa
evapora y se determina el contenido de 3H y 14C del residuo por espectrometria

de centelleo. Se calcula la masa de estrona-3-sulfato hidrolizada a partir de los
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conteos da 3H obtenidos (ajustados a los voiimenes del medlo y de (2 fase
organica empleados, asl comoe para la recuperacion de [14Clestrona agregada) y
la actividad especifica del sustrato. Cata lote de experimentos incluye
incubacionas de microsomas preparados de una placenta humana sulfatasa
positiva (edntrol posilivo) y frascos sin cdlulas (para evaluar la hidrdlisis no
enzimatica aparente dal sustrato). Se determina el numero de niclecs celulares
por frasco utilizando un Contador Coulter después de iratar a las monocapas
celularas con Saponina. Se utiliza un frasco de cada lole para evaluar el estado
de las membranas ceiulares y la viabilidad utllizando el método de exclusidn
Yrypan Blue {Phillips, J.H. (1973) en: Tissue cuiture and applications, [adit., Kruse,
D.F. & Patterson, M.K]; pég. 406 — 408; Academic Press, Nueva York).

Los resultados de actividad de esteroide sulfatasa se expresan en iéminos
de media = 1 DS del producto total {estrona + estradiol) formado durante el
periodo de incubacion (20 horas) calculado para 106 células y, para valores que
exhiban Importancla estadistica, an téminos de porcentaje de reducéldn
(inhibicidn) con respecto a las incubaciones que no contienen estrona-3-
sulfamato. Se utilizd el test de Student sin sparear para avaluar la trascendencia
estadistica de los resuitados.

ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE STS UTILIZANDO
MICROSOMAS PLACENTARIOS
(PROTOCOLO 2)
Inhibiciéh de la Aclividad de Esterolde Sulfatasa en Microsomas

@ tritura por completo placenta humana sulfatasa positiva de embarazos a

términa con tijeras y se la lava una vez con buffer de fosfato frio (pH 7,4, 50 mM);
luego se la resuspende en buffer de fosfato frio { 5 mi/g de tejido). Se obtiene la
homogensizacidn con un homogenizador Ultra-Turrax, empleando tres
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explosiones de 10 segundos separados por periodos de 2 minutos de
enfriamiento en hielo. Se retiran los nicisos y los desechos celulares por
centrifugacién (4°C) a 2000 g por espacio de 30 minutos y se almacenan
porciones (2 mi) del sobrenadante a 20°C. Se determina la concentracidn proteica
de los sobrenadantas por el método de Bradford (Anal. Biochem. 72, 248 — 254
(1978)).

Sea llevan a cabo incubaciones (1 ml) utilizando una concentracion proteica

- de 100 mg/ml, concentracién de sustrato de 20 mM de [6,7-3H]astrona-3-sulfato

(actividad especlfica 60 Ci/mmaol de New England Nuclear, Boston, Mass.,
Estados Unidos) y un tiempo de incubacion de 20 minutos a 37°C. Sl es
necesario, se emplean ocho concentraciones de los compuaestos: O (es decir, un
control), 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,0 mM. Tras la
incubacién, cada muestra es enfriada y sl medio (1 ml) es transferido por medio
de una pipeta a tubos separados que contienen [14Cjestrona (7 x 103 dpm)
(actividad especifica de 97 Ci/mmol de Amersham Intemational Radiochemical
Centre, Amersham, R.U.). La mezcle es agitada a fondo durante 30 segundos con
tolueno (5 ml). Los exparimentos han demostrado que, mediante este tratamiento,
se separa >80 % de {14Clestrona y < 0,1 % de [3H)estrona-3-sulfato de la fase
acuosa. Se retira una porclbn"(z mij"da la fase orgénica, se la evapora y se
determina el contenido de 3M y 14C del residuo por espectrometria de centelleo.
Se calcula la masa de estrona-3-sulfato hidrolizada a partir de los conteos de 3H
abtenidos (ajustados a los vollimenes del medio ¥ de la fase orgdnica empleados,
asi como para |2 recuperacién de {14C]estrona agregada) y la actividad especifica
del sustrato,

MODELO DE ENSAYO EN ANIMALES PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE

STS
(PROTOCOLO 3)



Inhibicion de la actividad de estrona suffatasa in vivo

Los compuestos de |a prasenta invencién pueden ser analizados utilizando
un modeio animal, en especial en ratas sometidas a gvariectomia. En este
modslo, |6s compuastos estrogénicos estimulan el desarrollo uterino.

Se administra el compueasto {0,1 mg/ kg/ dia por espacio de cinco dlas) por
via oral a ratas, en tanto que otro grupo de animales recibe sélo vehiculo
(propllenglicol). Al finalizar el estudio, se oblienen muestras de tejido hepdlico y se
_ analiza la activided de estrona suifatasa utilizando 3M estrona sulfato como
sustrato de acuerdo con Io descripto anteriormente (ver PCT/GB95/02638).

MODELQ DE ENSAYQO EN ANIMALES PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ESTROGENICA
{PROTOCOLO 4)

Falta de estrogenicidad iﬂw/'vo-

Los compuestos de la presente invencion pueden ser analizados utilizando
un modelo animal, en espaecial en ratas somelidas a ovariectomia. En este
modelo, los compuestos astrogénicos astimulan el desarrollo uterino.

Se administra el compuesto (0,1-mg/ kg/ dia por espacio de cinco dlas) por
via oral a ratas, en tanto que otro grupo de animales recibe sélo vehlculo
(propilenglicoi). Al finalizar el estudio, se obtienen los Uteros y se los pesa,
expreséndose los resultados en témminos de pes'o uterino/ peso corporal entero x
100.

Laos compuestos que carecen de efecio considerable sobre el desarrolio
uterino no son estrogénicos. _

ENSAYOS BIOTECNOLOGICOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE STS
(PROTOCOLO 5)
También se puede evaluar la capacidad de los compuestos para inhibir la

actividad de estrona sulfatasa utitizando secusencias de aminoécldos o sacuencias

3%
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de nucledtidos que codifican STS, o fragmentos activos, derivados, homdlogos o
varianies de las mismas, por ejemplo, en seleccionss de alta resolucion.

Se puede utllizar uno o mas cualesquiera de Ios targets aproplados - camo
ser una secuencia de aminodcidos y/o una secuencia nucleotidica — para
identificar un agente con capacidad para modular la STS en cualquiera de una
variedad de técnicas de detecclén de farmacos. El target empleado en sse tipo de
ensayo puede estar libre en solucidn, fijado a un soporte solido, acarreado en la
. superficie de una célula o situado infracelulamente. Se puede'madir- la supresion
de la actividad del target o |a formacitn de complejos de enlaca entre el target y el
agente analizado.

E! ensayo de |a presente invencion puede ser un andlisis de seleccién, por
lo cual se analiza un nimero de agentes. En un aspecto, el método de ensayo de
la presente invencién es un screening de aita resolucién.

Las técnicas para screening de fdrmacos se pueden basar en el métado
descripto por Geysen, Solicltud de patente eurapea 84/03564, publicada ef 13 de
septiembre de 1984. En sintesis, se sintetizan grandes nimeros de diferentes
compuestos de ensayo de pequefios péptidos en un sustrato sdlido tel como
broches piésticos o alguna otra superficle. Se h:.ma reaccionar a los compuestos
peptidicos de ensayo con un target adecuado o fragmento dei mismo y se 08
lava. Luego se detectan las entidades unidas - por ejemplo mediante métodos de
adaptacién comectos muy conocidos en la técnica. Tembién se -puede aplicar
directamente un target purificadc a placas para usar en una técnica da screening
farmacolégico. Por otro lado, se pueden utilizar anticuerpos no neutralizentes para
capturar el péptido & inmovilizarlo en un soporte sélido.

La invencién contempla asimismo el uso de snsayos de screening

mhpatitivo de farmacos en los cuales los anticuerpos c<apaces de fijar



especificamente un target compiten con un compuesto de ensayo por fijarse a un
target.

Otra técnica de screening da lugar al screening de alta resolueldn (HTS) de
agentes con afinidad de unién adecuada por las sustancias y se basa en of
método descripto en WO 94/03564 en forma detallada.

Se estima que los métodos de ensayc de la presents invencién son
adecuados tanto para el screening en pequefia como & gran escala de los
. compuestos de ensayo, as! como para ensayos cuantitativos.

En un aspecio preferido, la prasente invencién se relaclona con un método
par identificar agentes que modulan la STS en forma selectiva, compuestos que
tienen la férmula (la).

INDICADORES

Se puede utilizar una amplia verigdad de indicadores en los métados de
ensayo (asl como en los screening (dstecciones) (por ejemplo, por
espaciroscopia). A manera de ejemplo, un gen Indicador puede codificar una
enzima que catallza una reaccién que aitera las propiedades de ahsorcién de ls
luz.

Otrgs protacolos incluyen el ensayc enzimético de inmunosbsorbencia
(ELISA), el radloinmuncensayo (RIA) y la clasificacién celular activada por
fluorescencia (FACS). incluso se pusde emplear un Inmunoensayo monaclonal de
dos secuencias que utiliza anticuerpos monocionales que reaccionan ante dos
apitopas no interferentes. Estos y otros ensayos han sido descriptos, entre ofros
iugares, en Serological Methods, A Laboratory Manual, de Hampton R y otros
(1990), APS Prass, St Paul MN) y en J. E)q.:. Med 15 8: 121 1) de Maddox DE y
otros.

Entre los ejemplos de moléculas indicaedoras se cuentan, aungue sin

limitarse a (p-galaclosidasa, invertasa, proteina verde fluorescente, luciferasa,
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cloranfenical, acstiltransferasa (-glucuronidasa, exo-glucanasa y glucoamilasa.
Por otro lado, se pueden incorporar nucledtidos nucledtidos radiomarcados o
fluorescentes marcados con rotulos que se pueden incorporar a transcriptos
nacientes y luego ser identificadas al unirse a las sondas oligonuclectidicas.

A manera de ejemplos adicionales, un ndmero de compgmﬁs tales como
Pharmacia Biotech (Piscataway, M.J), Promega (Madison, W)) y US Biochemical
Corp (Claveland, OH) proveen kits comerciales y protocolos para los
procedimlentos de andlisis. Entre las moléculas indicadoras © marcadores
adecuados se cuenian los radionlclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimloluminiscantes © cromogénicos, asf como sustratos, cofactoraes, inhibidares,

particulas magnélicas y .demas. Las patentes que describen el uso de tales

e

marcadores incluyen US-A-3817837; US-A-3850752, US-A-3939350; US-A-
3596345, US-A-4275149 y US-A-4366241.

CELULAS HUESPED

El término "célula huésped” — en conexién con 1a presente invencion,
incluye cualquier célula que pueda comprender el target para el agente de la
presents invencién.

Por consiguiente, otra realizacion de la presente invencién presenta células
huésped transformadas o transfectadas con un polinuciebtido que as o expresa el
target de la presente invencidn. De preferencia, dicho polinucledtido es acarreado
por un vector para la replicacién y expreslén de polinucledtidos que han de
constituir el target o que deban expresar al target. Las células deben ser elegides
de manera que sean compatibles con dich_o vecior y pueden ser, por ejemplo,
procariéticas (por ejemplo bacterianas), fingicas, de levadura o vegetales.

La bacteria gram negativa E. coli es ampliamente utilizadas como huésped
para 1a expresién génica heterdloga. Sin embargo, tienden a acumularse grandes

cantidades de proteina heterdloga en el interior de ia célula. En ocasiones se



puede dificultar la purificacién posterior de la proteina deseada del grueso de
protainas intracelulares de E. col.

A diferencia de E. coli las baclerias del 'género Badm':s son muy
adecuadas como huéspedes heterdlogos debido a su capacidad de secretar
proteinas en el medio de cultivo. Otras bacterias adecuadas como huéspedes son
las de 108 géneros Streplomyces y Pssudomonas.

Dependiende del caricter del polinuciedtido que codifica el polipéptido de
- la presenta invancian y/o de la convaniencia de un procesamiento adicional de la
proteina expresada, pueden ser prefari_lal_ea los huéspedes aucaridticos tales como
levaduras y otros hongos. En general, Ias- células de levadura son preferidas con
respecto a las células fingicas porque son mas faciles de manipular. No obstante,
algunas proteinas son sacretadas en bajos niveles de la célula de levadura o, en
glgunos casos, no son procesadas correctamanta (por sjemplo, la
hiperglucosilacion en la lavadura). En estos casos, se debe optar por un
organismo huésped flngico diferente, _

Entre los ejamplos de hudapedes de sxpreéidn adecuados dentro del
alcance de [a presente invencidn se cuentan los hongos tales como log de la
espacie Aspergilius (tales como los deacripios en EP-A-0184438 y EP-A-
0284603) y la especie Trichoderma; bacterias tales como las de la eapecio
Bacillus {tales como las descriptas en EP-A-0134048 y EP-A-0253455), los de 1a
especle Streptomyces y la espacie Pseudomonsas, asi como levaduras tales como
las de ta aspacie Kluyveromyces (como las descriptas en EP-A-0096430 y EP-A-
0301670) y la especie Saccharomyces. A manera de ejemplo, los huésped de
expresion tipicos pueden ser selecclonados entre Aspergliius niger, Aspergilius
Niger var. tublgenis, Aspergillus Niger var. awamori, As-pergillus aculeatis,
Aspergillus nidulans, Aspergillus aryzae, Trichoderma reesel Bacillus subtilis,

4
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Bacillus licheniformis, Bacillos amyloliquefaciens, Kluyveromyces laclis y
Sacchammyces ceravisige.

El uso de céiulas huésped adacuadas — tales como células huésped de
levadura, flingicas y vegetales — puede dar lugar a las modificaciones past-
traduccidri (por ejemplo, miristoilacién, glucosilacién, truncamiento, lapidacién y
fosfarllacion con tirosina, serina o treonina) que resulien necesarias para conferir

actividad biolggica optima a los productos de expresién recombinants de la

[T

_ presants invencidn.

ORGANISMO

El término "arganismo® con relacién a La presente invencién se relaciona
asimismo Incluye cuaiquier organismo que pueda comprender el target de
acuerdo con la presente invencién y/o productos obtenidas del mismo. Entre los
ejamplos de crganismos sa pueden contar los hongos, las levaduras o (as plantas.

E! término “organismo transgénico™ con relacion a la presente invencidn
incluye cualquier organismo que compranda el target de acuerdo con la presente
invencion y/o ios productos obtenidos.

TRANSFORMACION DE CELULAS HUESPED/ ORGANISMOS
HUESPEDES

Como se indicare anteriormente, el organismo huésped pueds ser un
organismo - procarittico o eucarlética. Entre los ejemplos de huéspedes
procariéticos adecuados se incluyen £, coll y Bacillus sublills. La descripcion de la
transformacion de huéspedes procariéticos estd muy documentada en la técnica;
ver, por sjemplo, Sambrook y otros (Molecu!ar Cloning: A Laboratory Manual, 2a.
edicion, 1989, Cold Spring Harbor Labaratory Press) y Ausubel y otras, c_urrent
Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

12,



Si se uliliza un huésped procariftico, en ese caso es posible que |a
sacuancia nucleolidica deba ser modificada adecuadamente antes de la
transformaciones — como por ejemplo mediante la aliminacién de intrones.
En ofra realizacién, 8! erganismo transgénico puede ser una levadura, En
esto aspecio, también se ha utlllzado ampliamente a Ia levadura como vehiculo
. para ia expresion génica hetarbloga La especle Saccharomyces cerevisiae tiene

un largo historial de uso industrial, incluyendo su uso para la expresion de geres
_ heterdlogos. La expresitn de genes hetardlogos en Saccharomyces cersvisios ha
sido reseflada por Goodeay y otros (1887, Yeast Biotechnology, D R. Berry y otros,
edit., pag. 401 — 429, Allen y Unwin, Londres) y por King y ofros (1989, Molecular
and Cell Biology of Yeasts, E F Waiton y G T Yamonton, edit., pdg. 107 - 133,
Blackie, Glasgaw).

Por varias razones, Saccharomyces cerevisiae es muy adecuado pera la
expresidén de genes heterdlogos. En primer lugar, no es patégeno para fos
humanos y no tiens capacidad para producir ciertas endotoxings. En segundo
lugar, tiene una larga historia de uso inocuo despuéds de siglos de explotacion
comercial para diversos fines. Esto ha llevado a una amplia aceptacion del
plblico. En tercer lugar, el extenso uso comercial e Investigacién dedicadas al
organismo ha dado como resultado una riqueza de conocimientos acerca de la
genética y fisiclogfa, asl como las caracteristicas da la fermentacién a gran escala
del Saccharomycas cerevisiae.

En la obra de E Hinchcliffie E Kenny (1993, "Yeast as a vehicle for the
expression of heterologous genes”, Yeests, Vol. 5, Anthony H Rose y J Stuart
Harrison, edit., 2a. edicion, Academic Press Ltd) se presenta una resefia de los

principios de la expresion génica heterdloga en Saccharomyces carevisiaa,

g
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Se dispane de varios tipos de vectores de levadura, incluyendo vectores
integrativos, que requieren recombinacién con el genoma del huésped para su
mantenimianto y vectores plasmidos de replicacién auténoma.

A fin de preparar el “Saccharamyces transgénico, se preparan
construcciones de expresiGn insertando la secuencia nucleotidica en uns
construccién disefiada para la exprasién en levadura. Se han desarrollado varios
tipos de construcciones empleadas para la expresién heterdloga. Las
. construcciongs contienen un promotor activo en levadura fusionado a la
secuencia nuclaotidica; habitualmente se utiliza un promotor de levadura, como
ser el promotor GAL1. Habituaimente se utiliza una secuencia sefial de Jevadura,
lal como la secuencia que codifica al péptido sefial SUCZ. Un terminador activo
en levadura da por finalizado el sistema de expresion.

Para la tranaformacion de levaduras se han desarroliado varios protocolos
de transformacién. Por sjemplo, ss puede preparar un Saccharomyces
tranagénico da acuerdo con la presente invencidn siguiendo las indicaciones de
INEN y otros (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA
75, 1929); Beggs J D (1978, Nature, Londres 275, 104) y lto, H y otros (1963, J
Bacteriology 153, 163 - 168).

Las céiulas de levadura transformadas son seleccionadas utilizando
diversos marcadores seleclivos. Entre los mancadores empleados para la
trensformacién se cuenta un nimero de marcadores auxotrépicos tales como
LEUZ, HIS4 y TRP1, asl como marcadores dominantes de resisiencia a los
antibidticos tales como marcadores antibiét.icos de aminoglucésido, por ejemplo
GA418.

Otrg organismo huésped es una planta. El principio bésico de la
construccién de plantas genéticamente modificadas congiste en insertar

informacién genética en el genoma de la planta a fin de obtener un mantenimiento



estable del material genético insertado. Existen varias tdcnicas para insertar
infformacién genética, siendo las dos_grincipales la introduccién directa de la
informacién genética y la introduccidn de la informacidn genética mediante sl uso
de un sistema vector. Se puede encontrar una rasefia de las tcnicas generales
aen articulos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol. [1291] 42; 205 —
225) y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech Marza/ abril 1984 (17 — 27). Se
pueden encontrar otras indicaciones sobre transformacién de plantas an EP-A-
0449375.

Por consiguiente, |a presente invencién presenta asimismo un método para
la transformacion de una célula huésped con una secuencia nucleotidica que ha
de constituir el target 0 que ha de expresar el target. Las céiulas huésped
fransformadas con l!a seacuencia nucleotidica pueden ser cultivadas en
condiciones adecuadas para ia expresién de la protelna codificada. La proteina
producida por una célula recombinante puede ser desplegada sobre la superficie
de la célula. SI es conveniente, como sabrén apreciar los expertos en |a técnica,

se pusden diseflar veclores de expresibn que contengan secuencias

. codificadoras con secuencias sefigl que dirigen la secrecion de las sacuencias

codificadoras a través de ia membrana de una céiula procariética o esucarittica
especifica. Otras construcciones recombinantes se pueden unir la secuencia
codificadora a la sqeuencia nucleotidica que codifica un dominio polipeptidico que
facilite la purificacién de proteinas solubles {Kroll DJ y ofros (1993) DNA Cell Bial.
12: 441 - 53).
RI HOMOL { IVA
Ademas da las secuencias de minoécidos y las secuencias nucleotidicas
aspecificas antes mencionadas, la presente invencién también abarca el uso de
variantes, homdlogas y derivados de las l:nlsmas. En este contexto, el término
*homologia® se puede equiparar a “identidad”.
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En el presente contexto, se considera que una secuancia homdloga incluye
una secuencia de aminodcidos que puede ser por lo menos 75, 85 0 90 %
idéntica, preferentemente por lo menos 95 o 98- % idéntica. Si bien también se
puede considerar la homologia en funcién de la similitud (es decir, residuos
aminoacidos con proﬁiedades quimicas/ funciones simiiares), en el contexto de la
presente invencidn se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de
secuencia.

Las comparaciones de homologia se pueden efectuar a ojo, 0 més
habitualmente con la ayuda de programas de comparacién de secuencias
facilmente disponibles. Estos programas de computaclén pueden calcular el % de
homologia entre dos 0 més secuencias.

E! % de homologia se puede cslcular en secuencias contiguas, s decir, se
alinea una secusencia con la otra secuencia y se compara cada uno de loa
aminodcidos de una secuencia directamente con el correspondiente aminodcido
de la otra secuencia, tomando un residuo por vez. Esto se denomina alineacion
“sin brechas’. Tipicamente, esas alineaciones sin brechas se sfectiian sdlo en un
nimero relativamente exiguo de residuos.

Si bien éste es un método muy sencillo y estable, no toma en cuenta que,
por ejemplo, en un par de secuencias de otro modo idéntices, una Insercién o
delecién hace que los sigulentes residuos aminoédcidos caigan fuera de
alineacién, produciendo asl, potenciaiments, una gran reduccién del % de
homolagia cuando se realiza una alineacidn globel. En consecusncia, la mayoria
de los métodos de corqparaclén de secuencias estan disefiados para producir
alineaciones dptimas que tomen en cuenta las posibles inserciones y deleclones
sin penalizar indebidamente el puntaje de homologia totsl, Esto sa obtiene
insertando “brechas® en la alineacién de secuencias para tratar de sievar ai

méximo !a homologia lacal.
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Sin embargo, estos métodos mds complejos asignan “penalidades por
brecha" a cada brecha que se produce en ia alineacidn de manera que, para el
mismo nimero de amincécidos idénticos, una alineacién de secuencias con el
menor numero da brechas posible — que refleja una mayor correlatividad entre las
dos sacuencias comparadas — obtendré un puntaje méas elevado que una que
tenga muchas brechas. Tipicamente se utilizen “costos de brecha de valores
definitivos” qub imponen un costo relativamente elevado por (a existencia de una
" brecha y una penalidad menor para cada residuo subsiguiente de la brecha. Este
es e sistema de puntuacién de brechaes utilizado con mds .frecuencia. Las
ponalidades por brecha mas elevadas producen, por supuesio, alineaciones
optimizadas con menor cantidad de brechas. La mayaria de los programas de
alineacién permiten la modificacion de las penelidades por brecha. Sin embargo,
es preferible utilizar los valores por omi.slén cuando se utllizza ese software para
comparacion de secuencias. Por ajemplo, cuando se hace uso del paquete GCG
Wisconsin Bestflt (ver mas adeiants), la penalidad por brecha por omisién para las
secuencias de aminodcidos os -12 para una brecha y —4 para cada extension.

Por {0 tanio, el cdiculo del % méximo de homologia requiere en primer
lugar la produccién de une alineacidn Gptima, que tome an cuenta las penalidades
por brechas, Un programa de computacion adecuado para llevar a cabo ese tipo
de alineacion es el paquaete GCG Wisconsin Bestfit (Univarsidad de Wisconsin,
U.S.A; Devereux y otras, 1984, Nucleic Acids Research 12: 387). Entre los
ejemplos de otros softwares que pueden realizer comparaciones de secuencies
se cuentan, aunque sin limitarse a estos, el paquete BLAST (ver Ausubel y otros,
1999 ibld — Capituio 18), FASTA (Atschul y otros, 1880, J. Mol. Biol., 403 - 410) y
el juego de herramientas de comparacion GENEWORKS. Tanto BLAST como
FASTA estan disponibles para {a blsqueda sin conexién y con conexidn (ver
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Ausubel y otros, 1999 ibid, paginas 7-58 a 7-60). No obstants, se prefiere utilizar
ol programa GCG Bestfit.

Otra referencia il es la que se puede encontrar en FEMS Microbiol Lett
1998 mayo 15; 174(2). 247 - 50 (v se publicé una errata en FEMS Microbiol Lett
1999 agosto 1; 177(1): 187 - 8).

Si bien se pueda medir el % de homologla final en términoa de identidad, el
proceso de alineacién en si no sa basa tipicamente en una comparacién de pares
" atodo © nada. Por el contrario, generaimente se utitiza una matriz de puntuacién
de similtud a escala que asigha puntajes a cada comparacidn por pares
basdndose an la similitud quimica o la distancia evolutiva, Un ejemplo de una
matriz de ese tipo utilizada cominmente es la matriz BLOSUM62 ~ |a matriz por
omision de |a serie de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin utiiizan
generalmente los valores por omisién publicos o una tabla de comparacién de
simbolos especial, si esid disponible (ver el manual de! usuaric para recabar mas
detalles). Es preferible utllizar los valores por omisi6n publicos para ef paquete
GCG o, en el caso de otro software, la matriz por omisidn, como ser BLOSUMG2.

Una vez que sl software ha producido una alineacién &ptima, es pasible
calcular el % de homalogia, preferentemente e} % de iden_tidad de secuencla. El
software tlpicaments lo hace como parte de la comparacidn de secuencias y
genera un resultado numeérico.

Las secuencias también pueden tener delacionas, inserclones o
sustituciones de residuos aminodcidos que producen un cambio imperceptible y
dan luger a una sustancia Mncionalment_a equivalente. Se puaden efectuar
sustitucionas de aminoécidos deliberados sobre la basa de la similitud de
polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la neturaleza
anfipdtica de los residuos, siempre que se mantenga la actividad de entace

sacundsria de la sustancia. Por ejemplo, los aminoécidos con carga negativa



incluyen écldo aspértico y écldo glutamico; los aminodcidos con carga pasitiva
incluyen lisina y arginina y los aminodcidos con grupos polares de cabeza sin
carga con valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina,
glicina, alanina, asparagina, giutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Sa pueden realizar sustituciones conservadoras, por ejemplo de acuerdo
con la siguiente Tabla. Los aminoacidos del mismo bloque de ia sagunda calumna

y preferentements de la misma fila de [a tercera columna pueden ser sustituidos

- entre si.

ALIFATICO No polares GAP
1LV
Polares — sin carga CSTM
NQ
Polares -- con carga DE

. KR
AROMATICO HEWY

TOR E I

La secuencia nucleot(dica para usar como target o para expresar ei target
puede ser incorporada a un vector replicable recombinante. Se puede amplear el
vector para replicar y expresar la secuencia nucieotidica en y/o desde una céiula
huésped compatible. La expresién se puesde controlar utilizando secuencias
cantro! que incluyen promotores/ intensificadores y atras seflales de regulecién de
la expresion, Se pueden utilizar promotores procarléticos_ y promotores
funcionales en células eucariétices, Se pueden utflizar promotores especificos
para ceda tejido o aspecificos para cads estimulo. También se pueden amplear
promotores quiméricos que comprenden elementos da secuencia de dos o més

promoatores diferentes antes descriptos.
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La proteina producida por una céiula huésped recombinante mediante ia
exprasion de la secuencia nuclectidica puede ser secretada o puede estar
contenida intraceluiarmente dependiendo de la secuencia y/o del vecior
empleado. Las secuaencias codificadoras puaden ser disefiadas con secuencias
sefial que dirigen ia secrecion de las sacusencias cadificadoras de sustancias a
través de ia membrana de una detarminada célula procaridtica o sucaridtica.

PROTEINAS DE FUSION

La secuencia de aminoécidos diana puede ser producida en forma de
proteina de fusién, por ejemplo para asistir sn la extracclén y purificacién. Entre
ios ejemplos de pares de proteinas de fusién se cuentan la glutatién-S-transferasa
(GST), 6xHis, GAL4 (dominlos de unién de ADN y/o de activacidn de
transcripcidn) y (-galactosidasa. También puede ser conveniente Incluir un sitio de
ascision proteolitica entre Ia proteina de fusidén asociada y la sacuencia proteica
de interés para permitir la eliminacién de las secuencias de proteinas de fusién.
De preferencia, | proteina de fusién no ha de obstaculizarl la actividad de) target.

La proteina de fusién pueda comprender un antigeno ¢ un determinante
antigénico fusionado a ia sustancia de la presante invencién. En esta realizacion,
la proteina de fusion puede ser una proteina de fusién de origen no natural que
comprende una sustancia que puede actuar como edyuvante en el sentido de
producir una estimulacion generalizada del sistema inmune. El antigeno o
determinante antigénico puede estar unido a! témino amino.o carboxi de Ia
sustancia.

En otra raalizacion ds la presents in\(encién. la secuencia de aminocécidos
puede estar ligada a una secuencia heteréioga para codificar una protsina de
tusién. Por ejemplo, para la seleccion de genctecas peptidices para agentes con

capacidad para afectar la actividad de {a sustancia, puede ser conveniente

L)



codificar una sustancia quimérica que expresa un epliopo heterdlogo reconocido
por un anticuerpo comerciaimente disponible.

TERAPIA

Los compuestos de la presente invencién se pueden emplear como
agentes terapéuticos — es decir, en aplicaciones terapéuticas,

El tdmino “terapia” incluye efeclos curativos, efectos paliativos y efectos
profilécticos.

{ a terapia se puede realizar en humanos o animales, preferentemente de
sexo femenino, més preferentemente humanos de sexo femenino.

IC! T

La presenta invencidn presenta una composicion farmacéutica, que
comprende un compuesto de acuerdo con la prasente invencion y optativamente
un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente éceptabla (incluyendo
combinacionas de [os mismos). |

Las compasiciones farmacéuticas pueden ser para uso humanc o animal
en medicina humana y veterinaria y tipicamente compranden uno o més
cualesqulera .enire un diluyents, vehiculo o0 axcipiente farmacéuticaments
acoptable, Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico son muy
conocidos en la técnica farmacéutica y han sido descriptos, por ejemplo, en
Remington's Pharmaceutical Sclences, Mack Publishing Co. {A. R. Gennaro edit.
1985). La eleccion de vehicuio, exciplents o diluyente farmacéutico puede
efectuarse con respecto a la ruta de administracién pretendida y a la préclica
farmacéutica standard. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender,
como vehiculo, el vehlculo, axcipiente o dilug-fanta, o adem4s de! mismo, cualquier
aglutinante{s) adecuado, lu_bricsqtg{s), agente(s) suspensar(es), agents(s) de
revestimiento, agentes solubilizante(s;.



47

En la composicién farmacéutica se pueden presentar conssrvantes,
estabilizantes, tinturas e Incluso agentes saborizantes. Entre los ejemplos de
conservantes se cuentan el benzosto de sodio, el dcido sdrbico y los ésteres de
dcido p-hidroxibenzoico. También se pueden utilizar agentes antioxidantes y
suspensaores.

Puede haber diferentes requerimientos de composiciérny formulacidn
dependiendo dae los diferentes sistemas de administracién. A manera de ejemplo,
- la composicidn farmacéutica de la presente invencién puede ser formulada para
ser administrada utilizando una minibomba o por una ruta mucosa, por ejemplo
como spray nasal o aerosol para inhalaclén o solucién para ingérir, o por via
parenteral para la cual la composicion se formula en forma inyactable para la
administracién, por ejemplo, poer una ruta intravenosa, intremuscular o
subculdnea. Por otro lado, la formuiacion puede estar diseflada para ser
administrada por ambas vias.

En caso de administrarse el agente por la via mucosa a través de la
mucosa gastrointestinal, éste debe poder mantensrse estable durante el trénsito
por el tracio gastrointestinal; por ejemplo, debe ser resistente a la degradacian
proteolitica, estable a pH écido y resistente a los efectos detergentes de la bllis.

En caso de ser apropiado, las composiciones farmacéuticas pueden ser
administradas por inhalacién, en forma de supositorio o pesario, como slstema
intrauterino, por via topica en forma de locién, solucion, crema, unguento o polvo
para espolvorear, mediante el uso de un parche cutdneo, por via oral en forma de
comprimidos que contlenen excipientes tales como almidén o lactosa 0 en
cpsulas u dvulos ya sea solos © mozclados con excipientes, o bian en forma de
alixires, soluciones o suspensiones que contengan agentes saborizantes y
colorartes, o se los puede inyectar por via parentersi, por ejempio por via

intravenosa, intramuscular o subcutdnea. Para la administracién parenteral, las
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composicionas pueden utilizarse 6ptimamente en forma da solugidn acuosa eatéril
que puede contener ofras sustancias, por ejemplo suficientes sales o
monosacéridos para que la solucidn sea isotdnica con la sangre. Para la
administracién bucal o sublingual, las composiciones pueden ser administradas
en forma de comprimidos o pastillas que pueden ser formuladas de modo
convencional.

R TO TIC M (o)

El compuesto de la presente invencién puede ser utilizado en combinacién
con unoc 0 mas agentes activos, como ser uno 0 més agentes farmacéuticamente
activos adicionales.

A manera de ejemplo, los compuestos de la presente invencién pueden ser
utilizados en combinacién con otros inhibldores de STS y/u ofros inhibidores tales
como un inhibidor de Ila aromatasa (tal como, por ejemplo,
4hidroxiandrostenediona (4-OHA) y/o oesteroides - tales tomo los
estemeurcesteroides sulfato de deshidroeplandrosterona (DHEAS) y sulfato de
pregnanclona (PS) y/o otros compuestos orgénicos estructuraimente similares.

Los compuestos de acuerde con la presante invenclén se pueden utilizer
solos 0 en combinacidn con una progestina. Da preferencia, Ios compuestos de
acuerde con la presante invencién se utillzan en ausencia de progestina. Por
consiguiente, en un aspecto preferido, la composicién de la presente invencitn es
susﬁnclalmenta libre de progestinas.

Por afiadidura, como altemativa, ol compuesto de la presente Invencién
pueda ser utllizado en combinacién con un modificador de la respuesta biologica.

El término modificador de la raspuésta biolégica ("MRB") incluye a las
citocinas, moduladores inmunes, factores de crecimiento, factores reguladores de
la hematopoyesis, factores estimulantes de colonias, factores quimiotacticos,

hemoliticos y tromboliticos, receptores de la superficle celular, ligandos,
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motéculas para la adhesidon de leucocitos, anticuerpos monocionales, vacunas
preventivas y terapéuticas, hormonas, componentes de matriz extracelular,
fibronecting, etc. Es preferible que, para algunas aplicaciones, el modificador de la
respuesta bioidgica sea una citosina. Entre los ejemplos de citocinas se cuentan:
|as interleucinas (IL) tales como IL-1, IL-2, IL-3, {L-4, IL-5, IL-, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, iL-11, IL-12, IL-19; Factor de Necrosis Tumoral (TNF) - tal como TNF-a;
interferén aifa, beta y gama, TGF-f. Para algunas aplicaciones, es preferibie que
la citosina sea un factor de necrasis tumoral (TNF). Para algunas aplicaciones, el
TBF puede ser cualquier tipo de TNF — como ser TNF-a, TNF-B, incluso derivados
o mezclas de los mismos. Mas preferentemente, la citosina @s TNF-a. Se pueden
encontrar resehas sobre TNF en la técnica - por ejlemplo, en WO-A-98/08870 y
WO-A-88/13348,

ADMINISTRACION .

Tipicamente, un madico determina la doais real mé&s adecuada pera cade
sujeto indlvidual y ésta varia con la edad, &! peso y la respuesta del paciente
espacifico, Las dosls expuestas son represeniativas del caso promedio.
Naturaimente, puede haber casos individuales en los que se requieran dosis més
alevadas 0 menores.

Las composiciones de la presente invancién pueden ser administradas por
Inyeccién directa, La composicién pyede ser formulada para la administracién
parenteral, a ias mucosas, intremuscular, intravenosa, subautdnea, intraocular o
tranadérmica.

‘ La concentracidn especifica de la dosis y la frecusncia de administracion
para un paciente determinado puede variar y depende de una diversidad de
factores, que Incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la
sstabilidad matsbélica y la duracién de la accién de dicho compuesto, la edad, el
paso corporal, el estado goneral de salud, el sexo, la dieta y el periodo de
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administracion, la velocidad de excrecién, la combinacién de drogas, |a gravedad
del trastorno aspecifico y el huésped sometido a terapia.

Aparte de los modos de administracién tipicos - antes. indicades - el
témino "administrar’ también incluye la administracién por iéchicas tales como
transfeccion mediada por llpidos, liposomas, inmunoliposomas, lipofectina,
anfifilos faciales catidnicos (CFAs) y combinaciones de los miamos. Las rutas para
dichos mecanismos de administracién incluyen, aungue no se limitan &, las rutas
mucosa, nasal, oral, parenteral, gastrointestinal, topica o sublingual.

El término "administrade” incluyen, aunque no se limita a la administracién
por la ruta de las mucosas, por ejemplo en forma de spray nasal o aerosol para la
inhalacién o en forma de solucién bebible; una ruta parenteral en la que la
administracién se efectua en forma Inyectable como por ejemplo por la ruta
intravenosa, intramuscular o subcutinea.

Por cansiguients, para la administracién farmacéulica, los inhibidores de
STS de la presente invencion pueden ser formulados de cualquier manera
adecuada utilizando técnicae de formulaclon farmacéutica convencionales y
vehiculos, adyuvantes, axcipientes, diluyentes farmacéuticos, etc. y habituaimente
para la administracién’ parenteral...Las dosis pueden ser administradas en
regimenes de dosificacion diaria, regimsnes da dosis divididas y/o en regimenes
de multiples dosis con una duracién de varios dias, Para la administracién oral,
pueden ser formulados en comprimidos, tﬂpsu'las, on solucién o suspensién, Por
otro fado, los compuestos se forman para la administracién parenteral en un
vehiculo sdacuado para Ia-administracién por via parenteral y para dar [ugar a
frecuencias de dosis diarlas Gnicas. No obsQnta, las dosis dlarias efectivas varian
dependiendo de la actividad inherente del ingrediente activo y del peso corporal

del paciente, variaciones que estan de acuerdo con el criterio v los conocimlentos
dei médico.
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10N CELULAR

Los compuestos de la presente invencién pueden ser dtiles en el método
de tratamiento de un trastomo de ciclacitn cslular. .

Como se daescribe en “Moalecular Cell Biology®, 3a. edic. Lodish y otros,
péginas 177 — 181, diferentes calulas eucaridticas pueden cracer y dividirse a
velocidades bastante diferentes. Las células de levadura, por ejemplo, pueden
dividirse cada 120 min, y las primeras divisiones de huevos fertilizados en las
células embrionarias de erizos de mar e insectos llevan sélo 1530 min. debido a -
que se subdivide una gran céiula preexistents. Sin embargo, la mayoria de las
células vegetales y animales an cultivo requiere 10 — 20 horas para duplicarse en
numero, y algunas sa duplican a una velocidad mucho menor. Muchas células de
los adultos, como las células nerviosas y las células de musculos estriados, no se
dividen en absoluto; otras, como los fibroblastos que ayudan a |a curacién de las
heridas, se desarrolian segin la demands pero, de lo contrario, son inactivas.

Pase a esto, toda célula eucarittica que se divide deba ser capaz de donar
igual material genético a dos cglulas lp_i_j_af. La sintesis de ADN en sucariotas no se
produce en todo el ciclo de divisién celular sino gque se limita a parte del mismo
antes de la divisidn celular.

La relacion entre la sintesis de ADN eucaridtico y la divisidn celular ha sido
analizada a fondo en cultivos de ¢élulas de mamiferos, todas las cuales tuvieron
capacidad para cracer y dividirse. A diferencia de ias bacterias, se encontrd que
las células eucaritticas s6lo emplean parte de su tiempo en la sfntesis de ADN y
dsta se completa horas antes de la divisién calular (mitosis). Por consiguiente, se
produce una pausa de tiempo tras la sintesis del ADN y antes de la divisién
celular, se encontrd que se producia otra pausa temporal tras la divisién y antes
de la siguiente tenda de sintesis de ADN. Este andlisis llevd a la conciusién de

que el ciclo de las células sucariéticas consiste en una fase M (mitética), una fase



52

Gy (la primera pausa), la fase $ (sintesis de ADN), una fase G2 (la sagunda
pausa) y M una vez més. Las fases entre mitosis (G, S y Gz2) se conocen
colectivamenta como interfases.

' Muchas células no divisibles de los tejidos (por ejemplo, todos los
fibroblastos Inactivos) suspenden el ciclo tras la mitosis e inmediatamente antes
de la sintesis de ADN; se dice que esas células en “reposo” han salido det ciclo
coalular y estén en sl estado Go.

Es posible identificar las células cuando estén en una de \as tres etapas
interfases del ciclo. celular, utilizando un clasificador de células activado por
fluorescencia (FACS) para medir su contenido relativo de ADN: una célula que se
encuentra en G4 (antes de la sintesis de ADN) tiene una canlidad determinada x
de ADN; durante S (raplicacién de ADN) tiene entre x y 2x y cuando esté en Gz (0
M) tiene 2x de ADN. '

Las etapas de mito_sis y citocinesis en una célula animal son las siguientes:

(a) Interfase: La etapa G, de interfase pracede inmediatamante al
comienzo de |la mitosis. El ADN cromosdmico se ha replicado y unido a la protelna
durante la fase S, si bien aun no se ven |03 cromosomas como estructuras
diferenciadas. Los nucleolos son la lOnica estructura nuciear visible bajo el
microscoplo dptico. En una célula dipioide antes de la replicacién de ADN hay dos
cromosomas morfolégicos de cada tipo y se dice que la céluia es 2n. En Ga, con
posterioridad a 1a replicacién de ADN, |a célula es 4n. Hay cuatro copias de cada
ADN cromosémico. Dado que los cromosomas hermancs aln no se han
separado, se los denomina cromatides hermanas.

b) Profase temprana. Los contrlolos., cada uno de los cuales tiene un
centriolo hijo recientemente formado, comienzan a maverse hacia polos opuestos
de la célula; se pueds ver a los cromosomas como largos fllamentos. La

membrana nuclear comienza a disgregarss en pequefias vesiculas.
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{c) Profase Intermedia y Tardia — Se completa la condensacion de los
cromosomas;, cada estructura cromosdmica visible ss compone de dos
cromdtides unidas entre sl en sus centrémeros. Cada crométide contiene una de
las dos moléculas hijas de ADN recién replicadas. El huso microtubular comienza
a radiarse desde las regiones apenas adyacentes a los centriolos, que se estan

desplazando hacia sus polos. Algunas del huso llegan de polo a pdlo; la mayoria

llaga hasta las crométides y se unen cinaetacaoros.

(d) Metafase. Los cromosomas se desplazan hacia el ecuador de la célula,
donde se alinean en el plano ecuatorial. Las crométides hermanas adn no se han
separado.

(e) Anafase. Las dos cromidtides hermanas se dividen en cromosomas
independientes. Cada uno contiene un centrébmero que esta ligado por una fibra
del huso a un polo, hacia el cual se ‘desplaza. Por consiguients, se aporta una
copia de cada cromosoma a cada célula hija. Simultaneamente, la célula se
alarga, al igual que los husos de polo a polo. La citocinesis se inicia al comenzar a
formarse el surco de escision.

(f) Telofase. Se forman nuevas membranas alrededor de los nuicleos hijos;
los cromasomas se desenrollan y se tornan menos diferenciables, el nucléolo se
toma visible una vez més y se forma la membrana nuclear alrededor de cada
nucleo descendiente. La citocinesis estd casi completa y el huso desaparece al
despolimerizarse los microtibulos y demds fibras. Durante toda la mitosis el
centriolo *hijo” de cada polo crece hasta alcanzar su longitud total. En la telofase
ia duplicacién de cada uno de los cantrlolos_ originales se completa y se generan
nuevos centriolos hijos durante la siguients interfase.

(g) Interfase. Una vez completada la citocinesis, la célula entra en la fase

G del ciclo celular y alraviesa el ciclo una vez mas.



Se apreciard que la ciclacién celular s un proceso celular sumamente
importante. Las desviacionas de a ciclacién celular normal dan como resultado un
nimero de {rastomos médicos. La ciclacidn calular incrementada ylo
descontrolada puede producir cdncer. La ciclacion celular reducida puede dar
origen a trastornos dagenerativos. El uso del compuesto de ia presente invencién
pueds brindar un medio para tratar dichos trastornas y afecciones.

Por consiguienie, el compuesto de la presente invenclién puede ser
_ adecuado para usar en &l tratamiento de trastornas de ia ciclacion celular tales
como cénceres, incluyendo los cdnceres dependientes e independientes de las
hormonas.

Por afiadidura, ol compuesto de-ia presente invenclén puede ser adecuado
para el tratamiento de cénceres tales como el cdncer de marnas, el céncer
ovérico, el cancer de endometrio, sarcomas, melanomas, céncer de préstala,
cancer pancredtico, etc. y demas tumores sélidos'.

Para algunas aplicaciones, se Inhibe y/o impide y/o se detiene el ciclo
celular prefersntemente donde se impide y/o deliene la ciclacién celular. En un
aspecto, la ciclaclén celular puade ser inhiblda y/o prevenida y/o detenida en la
fase Gz/M. En un aspecto, ia ciclacién celular puede ser imeversiblemente
impedida y/o inhibida y/o datenida, preferentementa donde la ciclacidn calular es
irreversiblemente impedida y/o detenida.

La expresién “ireversiblemente Impedida y/o inhibida y/o detenlda” indica
que, tras la aplicacién de un compuesto de la presante inveancidn, al aclararse el
compuesto, aun se observan los efectos del c_:ompuasto. es decir {a pravencion y/o
inhibicién y/o detencién de la ciclaclén celular. Més especificaments, el término
“irmeversiblemente impedida y/o inhibida y/o detenida” pretende indicar que al
analizarlas de acuardo con el protocolo de anélisis de ciclacion celular presentado

en esta solicitud, las células tratadas con un compuesto de interés exhiben menor
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desarrollo después de la Etapa 2 del protocolo | que las células control. A
continuacidn se presentan los datalles de este protocolo. |

En consecuencia, la presente invencion presenta compuestos que: causan
l1a inhibicibn del desarrolio de células de cancer mamario receploras de
astrégenos positivas (ER+) y ER negativas (ER-) in vilro impidiendo y/o inhibiendo
ylo deteniendo la ciclacién celular, y/o causan la regresion de los tumores
inducidos por nitrosometilurea (NMU) en animales intactos (es decir, no sometidos
a ovariectomia) y/o impidep y/o Inhiben y/o detienen la ciclacién celular en céiulas
cancerosas;, y/o actdan in viv; impia'feﬁdo y/o inhibiendo y/o deteniendo la
ciclacion celular y/o actian como agonistas de la ciclacion celular.

Andlisis de Ciclacidon Celular (Protocolo 8).

Procedimiento

Etapa 1

Se siembran células de cdncer mamario MCF-7 en placas de cullivo de
mdiltiples pocillos a una densidad de 105 céluias/ pocillo. Se deja que las células
se adhieran y se desarrollen hasta una confluencia de 30 %, cuando se las trata
de |a siguiente manera:

Control — sin tratamiento

Compuesto de interés (CDI} 20 pM.

Se cultiva a las células por especio de 6 dias en medio de cultivo que
contisne el CDI con cambios de medio/ CDI cada 3 dlas. Al final de este perlodo
se cuentan los nimeros de células utilizando un cantador celular Coulter.

Etapa 2

Después de tratar a las células durante un periodo de 8 dlés con el CDI, se
vuelven a sembrar las células @ una densidad de 10* células/ pocillo. No se

agregan mas tratamientos. Se deja que las células continien desarrolliéndose



durante 6 dlas més en presencia de un medio de cultivo, Al final de este perlodo
se cuentan una vez més los nimercs de células.

CANCER

De acuerdo con lo expuesto, ios compuesios de la presente invencin
pueden ser de utilidad en e} tratamiento de un trastomo de la ciclacion celular. Un
trastorno aspecifico de la ciclacién celular es el céncer.

El céncer sigue s.iendc; una catisa importantisima de mortalidad en la
mayoria de los palses accidentales. Las terapias contra el céncer desarrolladas
hasta el presente han incluido el bloqueo de la accién o de la sintesis de
harmonas para inhibir el desarrclio de tumores dependientes de las hormonas. No
obstante, actualimente se emplea una quimioterapia mds agresiva pers el
tratamiento de tumores independientes de |as hormonas.

Por ende, el desarrollo de un tratamiento farmacéutico anticanceroso de
lumores dependientea de las harmonas y/o independientes de las hormonas, que
a la vez carezcan de algunos o todos los efectos colaterales asociados con la
quimioterapia raprasentaria un avance terapéutico trascendental.

. Se sabe que los estrogenos sufren un nimero de reacciones de
hidroxilacién y conjugacién con posterlori&ad a su sintesis. Hasta tiempos muy
recienias se pensaba que esas reacciones eran parte de un proceso metabdlico
que, en Ultima instancia, hacla que los estrdgenos fueran hidosolubles y
aumentaba su eliminacidén del cuerpo. Ahora es evidente que algunos metabolitos
de hidroxi (por ejemplo, 2-hidroxi y 18alfa-hidroxi) y conjugacios (por ejempla,
sulfato de estrona, E15) son importantes para la determinacién de algunas de las
complejas acciones que los astrégenos desa.rrollan en el cuerpo.

Los técnicos han investigado la formaciér; de estrégenos 2- y 16-
hidroxilados en relacion con los trastornos que alteran el riesgo de céncer

mamario. Ahora existan evidencias de que los factores que aumentan la actividad

6l
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de 2-hidroxilasa estan asociados con un riesgo de céncer reducldo, en tanto que
los que aumentan la 16-alfa-hidroxilacidn pueden incrementar el riesgo de céncer
mamario. Se ha estimulado un mayor interés en el rol biolGgico de los metabolitos
da estrédgenos por el creciente niimero de evidencias de que el 2-metoxiestradiol
es un metabolito endbgeno con H_p_ropiedades antimitéticas, que el 2-
metoxiestrona-3-O-sulfamato (2-MeQE2) se forma a partir del 2-hidroxiestradiol
(2-OHE2) por la catecol esirégeno meliliransferasa, una enzima que esta
ampliamente distribuida por todo el cuerpo

Los investigadores han demostrado que el 2-MeOE2 inhibe in vivo el
desarrollo de tumores producidos como resuitado de la inyeccién subcuténea de
ceélulas de sarcoma Meth A, B16 dé melanoma o MDA-MB-435 de céncer
mamario receptor de estrégeno negativas (ER-). También inhibe la proliferacién
celular endotelial y la migracion, asi como la anglogénesis In vitro. Se ha sugerido
que la capacidad de 2-MeQE2 para inhibir el desarrolio de tumores in vivo puede
deberse a su capacidad para inhibir la angiogénesis inducida por tumores en lugar
de dirigir la inhibicion de la proliferacién de células tumorales.

E! mecanismo por el cual el 2-MeOE2 ejerce sus potentes efectos
antimitogénicos y antlangiogénicos estd aln por ser dilucidado. Existe evidencia
de qua, en concentraciones elevadas, puede inhibir la polimerizacion de los
microtubulos y actuar como débil inhibidor de la unién de colchicina a tubuling. Sin
embargo, recisntemente, no se encontrd que, en concentraciones que bloquean la
mitosis, los filamentos de tubulina se despolimerizaran sino que tenfan morfologla
idéntica a la observada después del tratamiento con taxol. Es posible, por io tanta,
que al igual que el taxol, una droga utilizajlda para la terapia contra el céncer
mamario y ovarico, el 2-MeOE2, actie estabilizando la dindmica de los

microtubulos.
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Si bien la identificacién de 2-MeQE2 como nueva terapia contra el céncer
representa un importanie avance, la biodisponibilidad de los estrégenos
administrados por via oral es baja. Mas aun, pueden sufrir un exitenso
metabolismo durante su primer paso a través del higado. Como parte de un
programa de investigaciones para desarrollar un inhibidor de la esteroide
sulfatasa para la terapia contra 8l cancer mamarib, se ha identificado a la estrona-
3-0-sulfato (EMATE) como potente inhibidor de sitios activas. Asombrosaments,
EMATE demostrd poseer poderosas propiedades esirogénicas, siendo su
actividad uterotrdpica oral sn ratas 100 veces superior a la dal ealradiol. Se
supone que su mayor sstrogenicidad es el resultado de su absorcion por los
gldbulos rojos sanguineos (rbcs), que los protege de su inactivacion durante su
pasgje por el higado y que actia como reservorio para su liberacion lenta durante
un periodo de tiempo pralongado. Se ha sintetizado y analizado un nimero de
andlogos con anillo A modificado incluyendo al 2-metoxlestrona-3-O-sulfamato. Si
bien este compuesto fue equipotente con el EMATE como inhibidor de la esteril
sulfatasa, carecla de estrogenicidad.

Craemos que el compuesto de la presente invencidn proporciona un medio
para el tratamiento de los canceres y, en especlal, del cAncer mamario.

Ademés o como alternativa, el compuesto de la presents invencidn puede
servir para el bloqueo del desarrollo de canceres que incluyen (eucemias y
tumores sélidos tales como tumores mamarios, del endometrio, pristata, ovarios y
pancreaticos.

IERAPIA VINGULADA CON LOS ESTROGENOS

Creamos que algunos de los compue.stos de la presents invencién pusden
sar de utilidad en el controi de los niveleas de estrégenos en el cuerpo — en
especial en las mujeres. Por consiguiente, algunos de los compuestos pueden ser

Gtiles para aportar un medio para el control de la fertilidad — como ser un

&>
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comprimido, pildora, solucién o pastilla anticonceptiva oral. Por ofro lado, el
compuesto podria presentarse en forma de implante o de parche.

En consecuencia. los compuestos de la presente invencién pueden ser de
utilidad en el tratamiento de desérdenes hormonales asociados con el estrégeno,
en espacial el tratamlento de trastomos hormonales asociados con |2 deficiencia
de estrdgeno.

Ademés o como alternativa, el compuesto de Ia preserits invencion puede
servir para el tratamiento de trastomos hormonales ademés de los asociados con
el estrégeno. Por lo tanto, el compuesto de la presente invencion también puede

tener capacidad para efectar la actividad hormonal y también puede ser capaz de

afeclar una respuesta inmune.
NFERMED, NE EGENERATIVAS

Creemos que aigunos ds los compuesios de la presente invencién pueden
ser da utilidad en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y
afecciones similares.

A manera de ejempla, se cree que los inhibidores de STS pueden ser de
utilidad para incrementar {a funcion mnemdnica de paciertes que sufren
enformedades tales como amnesia, lesiones en ia cabeza, enfermedad de
Alzheimer, demencia epiléptica, demencia presenil, demencia postraumstica,
demencia senil, demencia vascular y demencia pos-apoplej(a o de individuos que
por otras razones buscan la inlensificaclon de su memoria.

TH1

Creemos que algunos de los compues_toa de 1a presente invencion puaden
ser de utilidad en casos de TH1.

A manera de ejemplo, se cree que |a presencia de inhibidores de STS
dentro ds! macréfago u otras células que presentan antigenos puede llever a la

reduccion do la capacidad de las células T sensibilizadas para montar una
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respuesta TH1 (alta IL-2, IFNy baja IL-4). Predominaria por lo tanto la influencia
reguladora normal de otros esteroides tales comc; los glucocorticoides.

TRASTORNOS INFLAMATORIOS

Creemos que algunos de los compuestos de la presente invencion puaden
ser de utilil'lad en el tratamiento de trastomos inflamatorios — tales como
afeccionas asociadas con uno o mas cualesguiera de: autoinmunidad, incluyendo,
por ejemplo, la artritis reumatoidea, diabetes de tipo | y [, lupus eritematoso
generalizado, esclarosis mdltiple, miastenia gravis, tiroiditis, vasculitis, colitis
ulcarativa y enfermedad de Crohn, afecciones cutaneas, por ejemplo la soriasia y
la dermatitis de contacto; la enfermedad de injerto contra hudsped; eczema, asma
y rechazo de érganas con posterioridad al transplante.

A manera de ejemplo, se cree que los inhibidores de STS pueden impedir
el efecto fisioldgico normal de DEA o esteroides relaclonados sobre las
respuestas inmunes y/o inflamatorias.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser de utitidad en ls
elaboracién de un medicamento para reveler un efecio enddgeno de tipo
glucocorticoide.

OTRAS TERAPIAS

También se debe tener en cuenta que el compuesto/ composicién de la
presents invencién puede tener otras aplicaciones médicas da importancia.

Por ejemplo, el compuesto o composicidn de la presente invencién puede
ser Util en el tratamiento de los trastomos enumerados an WO-A-99/52890 ~ a
saber: |

Ademés o como altemativa, el compuesto de la presente invencién puede
ser dtil en el tratamiento de |os trastornos enumerados en WO-A-88/ 05435. Para
facilidad de referencia, se presenta a continuacién parte de esa lista: cancer,

inflamacidn o enfarmedad inflamatoria, trastornos dermatologicos, fiebre, efectos
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cardiovasculares, hemorragla, coagulacion y respuesta a la fase aguda, caquexia,
anorexia, infeccidn aguda, infeccién por HIV, estados de shock, reacciones de
injerto contra huésped, enfermedad autoinmune, lesién por reperfusitn,
meningitis, migrafia y antitrombosis dependiente de la aspirina; desarrollo,
propagacion e invasién de tumores, angiogénasis, metéstasis, malignidades,
ascitis y efusién pleural maligna. isquemia cerebral, enfermedad isquémica
cardiaca, osteoartritis, artritis reumsatoidea, osteoporosis, asma, esclerosis
multiple, neurodegeneracién, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, apoplejia,
vasculitis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa, periodontitis, gingivitis,
soriasis, dermatitis atéplca, dlcsras crdnicas, epidermdlisis bullosa; ulceracion
comsal, refinopatia y cicatrizacién de heridas quirdrgicas, rinitis, conjuntivitis
alérgica, eczema, anafllaxis, restenosis, insuficiencia cardiaca congestiva,
endometriosis, aterosclerosis o endosclerosis.

Ademds o como altemativa, el compuesto de Ia presente invencién puede
ser utll en el tratamiento de los trastornos enumerados en WQ-A- 88/07859. Para
facilitar la referancia, se presenta ahora parte de esa lista: actividad de citocinas y
proliferacidry  diferenciacién  celular, actividad Inmuncsupresora o
inmuncestimulants (por ejlemplo para el tratamiento de deficiencia inmunolbgica,
incluyendo la infeccién con el virus de inmunodeficiencla humana; regulacién del
desarrollo de linfocitos, tratamlento del cancer y numerosas enfermedades
autoinmunes y en la prevencién del rechazo de transp-lantes 0 para inducir
inmunidad contra tumores), regulacién de ia hematopoyesis, por sjemplo en el
tratamienta de enfermedades mieloides o linfoides, promacién del desamrolio del
hueso, et cartllago, en tendén, el ligamento y el tejido nervioso, por ejemplo para
la cicatrizacién de heridas, el tratamiento de quemaduras, diceras y enfermedades
periodontales y neurodegeneracién; inhibicién o activacién _da la hormense
foliculoestimulante {modulacién de la fertilidad). actividad quimiotdctica/



quimiocindtica {por ejemplo para la movilizacién de tipos de células especificas a
centros de lesidn o infeccidn); actividad hemastética y lrombolitica. (por ejemplo
para el tratamiento de la hemofilia y ia apoplejia); actividad antiinfiamatoria (para
el tratamiento, por ejempio, del choque séptico o la enfermedad de Crohn); comn
antimicrobianos, moduladores, por ejemplo, del metabolisma o el comportamiento;
como analgésicas, para el tratamiento de trastornos de deficiencias espacificas;
en el tratamiento, por ejemplo de la soriagis, en medlcina humana y veterinaria.
Ademas o como alternativa, el compuesto de la presente invencién pueds
ser Util en el tratamiento de los trastornos enumerados en WO-A- 98/09985. Para
facllitar la referencla, se presenta ahora parte da esa lista: actividad inhibitoria de
macréfagos y/o da células T y, por consiguiente, aclividad antiinflamatoria;
actividad autoinmune, es decir, efactos inhibitorios contra una respuesta inmune
celular y/o humoral, incluyendo una respuesta no néociada con inflamacion;
inhiben la capacidad de los macrdfegos y células T para adherirse a los
componentes de la matriz extracelular y la fibronectina, asl come la expresion del
receptor fas en aumento en células T, inhiben la reaccioén inmune perjudicial y la
inflamacién, inciuyendo la artritis, inclusa la artritis reumafoidea, inflamacién
asociada con hipersensibilidad, reacciones alérgicas, asma, lupus eritematoso
generalizado, enfermedades del coldgeno y otras enfermedades autoinmunes,
inflamacién asociada con aterosclerosis, arteriosclerosis, anfermedad cardiaca
aterosclerdtica, lesion por reperfusién, paro cardiaco, infarto ‘de miocardio,
desordenes inflamatorios vasculares, sindrome de insuficiencia respiratoria u
otras enfermedades cardiopulmonares, inflamacién asociada con Ulcera péptica,
colitis ulcerativa y demas enfermedades del tracto gastrointestinal, fibrosis
hepélica, cirrosis hepética u otras enfermedades hepéticas, tiroiditis u otras
enfermedades glandulares, glomerulonefritis u otras enfermedades renales y

uroldgicas, otitis u otras enfermedades otorrinolaringolégicas, dematitis u otras
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enfermedades cutidneas, enfermedades periodontales u otras enfermedades
dentales, orquitis o epididimo-orquitis, infertilidad, trauma testicular u otras
enfermedades testiculares relacionadas con el sistema inmune, disfuncién
placentaria, insuficiencia placentaria, abortos reiterados, eclampsia, preaclampsia
y otras enfermedades ginecolégicas relaclonadas con inflamacion, uveltis
posterior, uveltis intermedia, uveitis anterior, conjuntivitis, corioetinitis,
uveorretinitis, neuritis éptica, inflamacion intragcular, por sjempio retinitis o edema
macular cistoide, oftalmia simpéatica, escleritis, retinitis pigmentosa, componentes
inmunes e inflamatorios de enfermedad de causa degenerativa, componentes
inflamatorios de frauma ocular, inflamacidn ocular causada por infeccion,
vitreorretinopatias proliferatives, neuropatia Optica isquémica aguda, tejido
cicatrizal excesivo, por ejemplo tejido cicatrizal excesivo, con posterioridad a una
operacidn de filtracién de glaucoms, reaccidn inmune y/o inflamacion contra
implantes oculares y otras enfermedades aftdlmices inmunes y relacionadas con
inflamacién, inflamacién asoclada con enfermedades autolnmunes o trastornos o
afecciones en los que tanto en el sistema nervioso centrel (SNC) como en
cualquier otro érgano, serfa ventajosa la supresién inmune y/o de [a inflamacién,
la enfermedad de Parkinson, complicacion y/o efectos colaterales del tratamienio
de la enfarmedad de Parkinson, complejo de demencia relacionada con el SIDA -
encefalopatia relacionada con el HIV, enfermedad de Devic, corea de Sydenham,
enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades, trastomoz o desdrdenes
degenerativoe del SNC, componentes inflamatorios de stokes, sindrome pos-
polio, componentes inmunes e inflamatorios de trastornos psiquidtricos, mielitis,
encefalitis, panencefalitis esclerosante subaguda, encefalomislitis, neuropatia
aguda, neuropatia subaguda, neuropatia crénica, sindrome de William-Barre,
corea de Sydenham, miastenia grave, pseudo-tumor cerebral, Sindrome de Down,

enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrdfica, componentes



inflamatorios de compresién del SNC o trauma del SNC o infecciones del SNC,
componentes inflamatorics de atrofias y distrofias musculares y snfermedades,
trastornos y desérdenes inmunes e inflamatorios de los sistemas nerviosos central
y periférico, inflamacidn postraumdtica, choque séptico, enfermedades
infacciosas, complicaciones inflamatorias ¢ efectos secundarios de la cirugla,
transplante de médula dsea u otras complicaciones y/o sfectos secundarios del
transplante, complicaciones inflamatorias y/o inmunes y efectos secundarios de la
terapia génica, por ejemplo debido a la Infeccidn con un vehiculo viral ]
inflamacién asociada con el SIDA, para suprimir o inhibir la respuesta inmune
humoral y/o celular, para tratar o mitigar las enfermedades proliferativas de
monocitos o laucocitos, por sjemplo la Isucemia, reduciendo la cantidad de
monocitas o linfocitos, para la prevencidon y/o tratamiento del rechazo de injertos
en casos de transplante de células, tejidos y 6rganos naturales o artificiales tales
como [a chmnea, médula dsea, &rgancs, lentes, marcapasos, tejido cutaneo
natural o artificial.

PREPARACION D COMPUE

Los compusestos de la presente invencién se pueden praparar haciendo
reaccionar un alcohol apropiado con un cloruro adecuada. A manera de ejemplo,
los compuestos de sulfamato de la presente invencién se pueden preparar
mediante la reaccién de un alcohol apropiado con un cloruro de suifamoilo
adecuado de la féormula R1IR2NSQ2CI.

Las condiciones tipicas para llevar a cabo la reaccién son las siguientes.

Se agrega hidruro de sodio y un clorure de sulfamoilo a una solucién
agitada del alcohol en dimetilformamida anhidra a 0°C, Seguidamente se deja que
la reaccidn entibie a temperatura ambiente, tras lo cual se continia agitando
durante 24 horas més. Se vierte |a mezcla de reaccidn sobre una solucion fria

saturada de bicarbonato de sodio y se exirae la fase acuosa resultante con
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diclorometano. Se secan los extractos orgénicos combinados sobre MgSOa
anhidro. La filtracién seguida por evaporacidn dei solvente al vaclo y la
coevaporacién con tolueno da un residuo crudo que es adicionalmente purificado
por cromatografia instanténea.

De preferencia, se procesa el alcohal, segin lo apropiado, antes de la
reaccién con el cioruro de suifamoilc. En caso de ser neceaario, se pueden
proteger los grupos funcionales del alcohol de manera conocida y eliminar sl o los
grupos protectores al final de la reaccidn.

De preferencia, los' compuestos de sulfamato se preparan de acuerdo con
los principios expuestos por Page y otros (1990 Tetrahedron 46: 20569 ~ 2088).

Por otro lado, los compuesios de sulfamato &e pueden preparar de acuerdo con
WO 96/05218 o WO 968/05217.

SINTESIS

En suma, la presente invencitn presenta novedosas composiciones
adecuadas para la anticoncepcion oral, ia terapia de reemplaze hormonal, la
inhibicién de E1-STS, asi como otras aplicaciones terapéuticas.

EJEMPLOS

A continuaclén se describe la invenclén, sblo a manera de ejemplo, con
referencia & los dibujos que la acompaiian, en los cuales:

La Figura presenta un diagrama de flujo;

La Figura 2 presenta un gréfico;

La Figura 3 presenta un grafico,

La Figura 4 presenta un gréfico,

La Figura 5 presenta un grafico;

La Figura 6 presenta un gréfico;

La Figura 7 presenta un gréfico; _

La Figura 8 presenta un grafico,



La Figura 9 presenta un gréfico;

La Figura 10 presenta un gréfico,

La Figura 11 presenta gréficos,

Se prepararon los siguientes compuastos de acuerdo con la presents
invencién

Preparacifpn de estrona-3-sulfamato

Se agregbé hidruro de sodio (dispersién al 60 %; 2 eq.) y cloruro de
sulfamoilo (2 eq.) 2 una solucién agitada de estrona (1 eq.) en dimetilformamida
anhidra a 0°C. Seguidamente se dejé que la reaccién entibiara a temperatura
ambiente, tras lo cual se continub agitando durante 24 horas més.

Se vertid la mezcla de reaccion sobre una solucién fria saturada de
blearbonata de sodio y se axtrajo la fase acuosa resultante ¢nn diclorometano. Se
secaron los extractos orgdnicos combinados sobre MgSQ, anhidro. La filtracién
seguida por evaporacion del solvente al vacio y la coevaporacion con tolueno dio
un residuo crudo que fue adicionalmente purificado por cromatografla instanténea.

El andlisis arrojo los siguientes datos:

5 'H (270 MHz; CDLOD): 0,91 (s, 3H, Cig-Me), 1,40 — 2,55 (serie de m,
13H), 2,90 - 2,92 (m, 2H), 7,04 (d amp, 2H, J = 10,44 Hz), 7,33 (d amp, 1M, J =
8,42 Hz).

5 '3C (67,8 MHz; CD30OD): 14,53 (q, Cia-Me), 22,80 (1), 27,24 (1), 27,73 (1),
30,68 (1), 33,05 (t), 37,01 (t), 29,76 (d), 45,73 (s, Cie), 51,86 (d), 120,76 (d),
123,54 (d), 127,89 (d), 139,83 (s), 150,27 (8), 223,87 (s, C=0).

m/z (%): 349 (9) (m*), 270 (100), 213 (_26). 185 (43), 172 (31), 159 (21), 146
(36), 91 (33), B9 (37), 57 (73), 43 (56), 28 (24).

L .

Microanalisis:
C H N
Estimado: 61.87 % 6.63 % 401 %

N
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Encontrado: 61,90 % 6,58 % 3,95 %
Estudios con Estradiol Sulfamato (J995)
Tecnologis

El estradiol sulfamato (J 995) fue investigado con respectoc a sus
propiedades hormonales in vitro @ in vivo. Los estudios in vitro incluyeron la
evaluacidn de su unién especiica a los receplores de estrdgeno utilizando
preparaciones citosélicas de tejido uterino de ratas y ratones y células tumorales
MCF-7. Los estudios in vivo se realizaron en varias especios animales incluyendo
ratas intactas y sometidas a ovariectomla y monos cinomolgus. Estas espacias
sirvieron para los estudios farmacodindmicos y farmacocinéticos pormenocrizados
ante la administracidn parenteral y oral del compuesto.

Los estudios en seres humanos se realizaron con la administracion oral del
compuasto en mujeres en edad posmenopausica. Se evaluaron varias dosis y la
administracién Unica y multiple. Los estudios in vitro se llevaron a cabo con
soluciones en vehlculos oleosos para la administracion parenteral. El tratamiento
oral se ilevd a cabo con suspensiones de J985 cristalino en vehiculos acuosos.
Los estudios clinicos se realizaron con susiancia farmacoldgica amorfa formulada

en forma galénica con una mezcla de ingredientes convencionales en forma de
capsulas o comprimidos.

Los estudios in vitro revelaron que el J895 en sl no tiene afinidad con el
receptor de estrégeno. No hubo unién especifica del J995 radiactivamente
marcado al receptor de estrgeno de ratones, rates y en el ser humano. Un
enorme oxceso de J985 no ;:udo desplazar al Estradiol especificamente unido
radiactivamente marcado. Ambos hallazgos constituyen una fuerte evidencia de
que el JO95 ejerce efectos estrogénicos tras la transformacion de una molécule
hormonalmente inactiva a una molécula hormanaimente activa. El profarmaco

J995, o su principal metabolito Estrona Sulfamato {EMATE), se hidroliza a dcido



sulfdmico y las hormonas esirogénicas naturales Estradiol y Estrona,
respectivamente (fig. 1).

Debido al transporte preferencial en eritrocitos, el profémmaco y J993 tienen
propiedades farmacocinéticas singulares: J995 no circula en la fraccién
plasméti de la sangre como lo hacen los estréganos convencionales, sino que
una cantidad del 98 — 99 % de J995 circula en el compartimiento de los eritrocitos.
Este transporte de eritrocitos lleva a una accion y extraceldn hormonal hepética
muy reducida en el primer paso por €l higado y a la liberacién prolongada del
J995 da los eritrocitos, que funcionan como reservorio.

Ventaias 595 can acto g |a terapia oral cop gsiré :

Reduccién de la variacidn de los niveles sanguineos entre
individuos (Fig. 2 y 3):

El pairén de oro de la terapia con estrgenos es el etinil estradiol. Este
compuesto no lleva a niveles sanguineos bien definidos (fig. 4). La desventaja de
esta variacidn individual es a necesidad de administrar dosis més elevadas que
las necesarias en la mayoria de los individuos para obtener una tasa acaeptable de
tratamientos exitosos.

Reduccién de 1a dosis de estrégsno y carga de metabolitos
activos, los que se supone promueven & desamollo de algunos tumores
dapendientes de las hormonas:

La terapia de reemglazo da -estrégenas oral convencional. con los
astrégenos {lamados conjugados, astradiol, estradlol valerato o estrona sulfato
lleva a una gran acumulacién de estrona sulfato en la clrculacidn. La hidrélisia de
parte de aeste metabolito tiene oomo resultado niveles sanguineos
terapéuticamente relevantes de estrona y estradiol. Sin smbargo, el estrona
sulfato tiene la desventaja de que es hidrolizado por |a sulfatasa del tejido tumoral

mamario de manera espaciaimente activa, lo que puede generar potenciaimente



estrdgenos promotores del crecimiento. J995, en relacidn a su dosis, lleva a
niveles de estradiol més elevados y de accién mucho mas duradera que el
Estradiol Valerato en I8 misma dosis (Fig. 8, 7). El metabolito sulfato de estrona
que surge posteriormente se mantiene mas bajo por lo menos en un factor de 10
que bajo el tratamiento con Estradiol Valerato (Fig. 5).

Reduccién de los efactos estrogénicos hepéticos:

Una dosis elevada de estrogsnc o3 esencial para la terapia oral
convencional con astrogenos para hacer frente a la sustancial pérdida hepdtica de
la hormona. EJ inconveniente de esia dosis elevada es un efecto desfavorabie
sobre las funciones hepéticas reguladas por al estrbgeno. Estas incluyen el efecto
sobra |os factores del sistema hepalopoyético y los traslomos tromboembdlicos
relacicnados, elavacion de] angiotensinégeno en la circulaciéon y consiguientes
efectos sobre las funciones sdrenales, renales y vasculares, cambios de la
secrecién biliar y del metabolismo de los lipidos. El mecanismo de circunvalacién
del higado de la acclén de J995 y la estrategia de dosis ultra baja de acuerdo con
la presenie invencidn evita los corraspondientes efectos adversos del tratamlento
con estrdgenos en ef climaterio. El J995 administrado por via aral leva la
acumulacién de eritrocitos a casi 100 %. Mucho mds de 50 % dae este proférmaca
aparecs como estrona y estradiol en la circutacién (Fig. 11). Esto permite una
dosis muy reducida en comparacién con |a terapia estrogénica oral por unidad de
tiempo.

Obtencién de niveles sang.ulneos constantes:

Los niveles sanguineos de estrégenos fluctia dia a dia bajo tratamiento
convencional diario con estrégenos orales (l'=ig. 5, 6, 7) en tanto que J995 lleva a
nivelas sangulneos muy constantes y duraderos (Fig. 5, 6, 7, 8, 8, 10). La Figura 9
ilustra los niveles da estrona sulfato casi constantes, que reflejan la generacion

"upstream” de estradiol y estrona al cabo de 14 dlas de tratamiento con J995 a

7
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una dosis muy baja de 100 ug por dia en una fase de aclarado en el curso de 144
horas.

Efectos del Estradiol Sulfamato en huesos con deficiencia de
estrogeno: .

No se puaden obtener niveles constantes y bien definidos en sangre de
acuerdo con lo descripto en la presante con la terapia oral establecida con
estrogenos. J9995 permite un tratamiento osteoprotector preciso apenas por
debajo del umbral, lo que lleva al crecimiento del endometrio. La ausencia de
efactos en el endometrio permite, #n un aspecto preferido, el uso de JJ5 sin la

administracion simulténea do progestinas.

Terapia libre de sangrado:

E! fundamento de un tratamiento combinado con estrdgena/ progestina es
el control de la proliferacidn del endometrio, que representa un riesga de
desarrollo de cancer de endometrio. El precio de aste efecto protactor esencial es
bastante considerable. Tanto el tratamiento combiniado ciclica como el continuo
llevan a sangrados uterinos que probablemente constituyen la razén més
impartante para interrumpir la terapia de reemplazo de estrogencs.

Efectos sobre el biensstar. *

Otro aspecto negativo concreto de este fratamiento es un deterioro de los
ofectos positivos que los estrégenos ejercen sobre el bienestar de la mujer en ef
climaterio.

Mama:

Los efectos proliferativos de lgs progestinas en la mama suscitan

cuestionamientos, al igual que jos efactos de la progestarona en la gestacion. La

1)
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preacupacion acerca de estos efecios se relaciona con su ro! potencial en el
desarrollo del cancer mamario.
Efectos colaterales metabdlicos:

Las progestinas, al igual que la progesterona en si, tlenen efectos
importantes sobre un amplio espectro de funciones metabdlicas. Estas incluyen la
secrecion de insulina y la resistencia a !a insulina, que se reduce, asi como
ofectos sobre ol metabolismo de los lipldos. Los efectos correspondlientes
representan efectos adversos en el contexto de la terapla de reemplazo de
astrégenoc.

importancia de la terapia de reemplazo de esirgeno

Las mujeres tienen una constante pérdida de masa dsea una vez cesada
su secrecion de estrégeno ovirica tras la menopausia. Debido al hecho de que la
expectativa de vida de fa mujer es muy elevada y ain.en aumento, es
imprescindible prevenir la pérdida Gssa y la consiguiente fragilidad del esqueleto.
Este es, en mucho, el factor de riesgo _ma's importante para la discapacidad y
también para la morbilidad y mortalidad a edad avanzada.

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la memoria descriptiva
que antecede se incorporan a la presente comorreferencla.

Las diversas modificaciones y variaciones de |8 presente invencién serén
evidantas para los expertos en la técnica sin apartarse del alcance y esplritu de la
invencidn. Si bien la invencidén ha sido desacripta an conexién con realizaciones
prefaridas especlficas, se debe sntender que la invencién reivindicada no debe
limitarse indebidamente a tales realizaciones especificas. Por clerto, sa pretende
que fas diversas modificaciones de las modalidades descriptas para llevar la
practica la invencién, que son obvias para los expertos en quimica, blologla o

campos relacionados, estén dentro del alcance de las sigulentes reivindicaciones.

6
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende

(i) un compuasto de ia férmula (1)

R._@_K Férmula |

en la cual; X o3 un anllio de hidrqcarbila con por o menos 4 dtomos en el
anillo; K es un grupo hidrocarbilo; Rs es un grupo sulfamato;
(1) opiativamente mezclado con un vehiculo, diluyents, excipiente o

adyuvante farmacéuticamente aceptable,”

donde el compuesto estd prasente an una cantidad que produce una dosis
de no més de 200 ug/ dia.

2. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 en la
cual of compuesto esti presents en una cantidad que produce una dosis de 10 a
200 ug/ dia.

3. Una composiclén farmacéutica de acuerdo con la reivindléacidn t62en
la cual el compuesto estd presente en una cantidad que produce una dosis de 50
8 200 ug/ dia.

4. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 62 en
la cual el compuesto esté presents en una cantidad que produce una dosis de 20
50 pg/ dia.
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5. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 en la
cual el compuesto esté presente en una cantidad que produce una dosis de no
més de 200 ng/ dia.

6. Una composicldn farmacéulica de acuerdo con la reivindicacion 1 en la
cual el comnpuesto estd prasente en una cantidad que produce una dosis de no
mas de 1 mg/ dosis.

7. Una composicitn farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 en la
cual el compuesto estd presente en una cantidad que praduce una dosis de no
mas de 4 mg/ dosis.

8. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en la cual X eri combinacién con K imita una
@structura esteroide.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaciones precadentes, en la cual K es un grupo ciclico.

10. Una compoasicién farmacéulica de acuerdo con cualquiers de las
reivindicaciones precedentes, en la cual X es un anillo de sels miembros.

11. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cuelquisra de Iss
raivindicaciones precedentes, en la cual el anillo X tiene sels 4tomos de carbono
en ol anillo.

12. Una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiara de las

reivindicaciones precedentes, en |a cual el compuesto es de la Férmula Il

Formula )l
3
Rg

en la cual cada uno de Rs, X y K son como se los definiera en |a

rejvindicacidn 1.
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43. Una composicidn farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en la cual X en combinacién con K es una
estructura de anillo esteroide.

14. Una composicidn farmacéutica de acuerdc con cualquiere de las
reivindicaciones precedentes, en |a cual el grupo K y el anillo X constituyen una
estructura de anillo esteroide o un derivado sustituido de la misma.

15. Una composicin farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 14 en
la cual el grupo Rs esta en 1a posicidn 3 del anillo X.

16. Una composicién farmacéutice de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones pracedentes, en la cual Rs o8 un grupo sulfamato.

17. Una composicion fannacéutica de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones precedentes, en la cual 8l compuesto es de la formula Il
R Férmula Il

Rnz

en la cual X, K y Rs son como se |os definiera en la reivindicacion 1, y
donde Rh1 es un grupo halo optetivo; Rh2 es un grupo halo optativo; por lo
menaos uno de Rh1 y Rh2 estd presente.

18. Una composicidn farmacdutica de acuerdo con la reivindicacién 17, en
la cual Rh1 esté en la posicion 2 del anillo X.

19. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 17 6 18
en la cual Rh2 estéa en la posicidn 4 del anillo X.

20. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la
cual el compuesto de la férmula | es seleccionado entre los siguiantes

compuestos
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17a stinil 178 estradiok-3-sulfamaio  17p estradiol-3-sulfamato

o_g.nf:

17a estradiol-3-sulfamato u estrona-3-suifamalo (EMATE)
T Ry

astriol-3-sulfamato

21. Una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaciones precedentes para usar en medicina.

22. El uso de una composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 20 en la elaboracién de un medicamento para usar en la
anticoncepcion oral.

23. El uso de una composicidn farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 20 en la elaboracién de un medicamento para usar en
terapia de reemplazo hormonal.

24, El uso de una composicldn farmagéulica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 20 en la elaboracién de un medicamento para la terapia
de reemplazo hormonal pera la proteccién dsea sin estimulacidn del endometrio.
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25. El uso de una composicidn farmacéutica de acuerdo con cualquiera de
las relvindicaciones 1 a 20 en la alaboracién de un medicamento para usar en la
terapia de un trastorno o enfermadad asociada con STS.

26, El uso de una composicién farmacéutica de acusrdo con cualquiera de

1as revinuicaciu es 1 a 20 on le ciaborasidén de un madicamentn parm iikAr an.la

terapia de un trastomo o enfermedad ascciada con niveles adversos de STS.

8l



77

RESUMEN
COMPOSICION

Se presenta una composicién farmacéutica que comprende (i) un
compuesto de la férmula (1)

A

R-—@— K Fétmula |

on la cual: X es un anillo de hidrocarbilo con por lo menos 4 stomos en el
anillo: K @3 un grupo hidrocarbila; Rs es un grupo sulfamato; (ii) optativamente
mezclado con un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticaments

aceptable, donde el compuesto estd presente en una cantidad que produce una
dosis de no méas de 200 ug/ dia.

82
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SOLICITUD DE
PATENTE DE
[ndusiria y Comercio INVENCION
SUFERINTENDENCIA )
I
EXTRACTO
(21) No. SOLICITUD (51) INT.CL.

(22) FECHA DE
PRESENTACION

(30) PRIORIDAD (VER ANEXO NO. 2)
(31) No. DE SOLICITUD
(32) FECHA DE PRESENTACION

(33) PAlIS

(71) SOLICITANTE 1. STERIX LIMITED
2. SCHERING
AKTIENGESELLSCHAFT

(72) INVENTORES (VER ANEXO No.1)

(74) APODERADO DRA.: MARGARITA

CASTELLANOS ABONDANO
4) TITULO " COMPOSICION "
(5T) RESUMEN
Una composicion farmacéutica que comprende
(i) un compuesto de la formula (1)
R“@‘K FORMULA |

en {a cual: X es un anillo_de hidrocarbilo con_por lo menos 4 &tomos en el anillo; K es un grupo

hidrocarbilo; Rs es un grupo sulfamato;

(ii) optativamente mezclado con un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticamente

aceptable,

donde 8l compuesio estd presente en una cantidad que produce una dosis de no mas de

200 pg/dia.

ARTE FINAL

TAMAROB8X 6
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PATENTE DE INVENCION [/ MODELO DE UTILIDAD [ ]

¢ [ndicacién de que se solicita la concesion de una patente
e Dalos de identificacion del soiicitante o de la persona gue presenta la soficitud [—]/
o Descripcion de la invencion
¢ Dibujos de ser esios perinentes
 Pago de Iss tases establecides [,1/

INCOMPLETA [ ]

“'reglsnode'nusarn Industrial []
._.Z'f'.':ﬂ&IGSMOdehpumnaquemnhhmthd [1]
Sentackn: myfomraﬁm del Disefio Industrial o muestra del
8l U ncorpo [
[1]

INCOMPLETA []

INCOMPLETA | |

Fecha: , Carrera 13 No. 27-00 Piso 5 y 10
Conmutador: 334 12 212-3-4
Fax: 281 31 25 p-mall:Info v.CO0
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020

Bogot4, D.C.

Doctora

MARGARITA CASTELLANOS

REFERENCIA: Radicacién No. 01-2039
Trédmite 002
Evenio 001
Actuacién 430
Oficio No. 1035
Folios 001

Como resultado del examen de forma, reallzado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe maodificar al titulo, ya que debe definir en forma brave y preciaa el objeto de la Invenclén y ester acorde
con la descripcién y las relvindicaclones. .

- Debe allagar los poderas otorgados a la abogada que aparece en la salicitud como apoderada, con el lleno
de los requisiios exigidos en el Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalments, deberd presentar I
documentos que acreditan la existencia y representacién legal de las sociedades solicitantes.

- Debe allegar copia dal documento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado por el inventor
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 488/2000).

- Dabe indicarse el lugar de constitucién de la sociedad solicitante (Art. 27-c, D 486/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se

*. le requiera para que deniro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perdera su
prelacién.

Notifiquese el presente ofici nforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del A' enero del 2001.

CESPEDES DE VERGEL
Joefa de la Divisién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha 0 5 ABR 2001

Se recuarda sl Interasado que debe presanter, dentro de los disciséls meses sigulentes contados a partir de ia fecha de presentacion
de laa solicitiudes cuya priorided se Invoca, copla de las mismaa certificadas por la autoridad que iss expkiléd vy, en los casos en que
haya lugar, ta traduccidn simple del capituio relvindicatorio. El incumplimiento de dste plazo, acarmeand |a pérdida de la prioridad

Invocada.
202027/202022 Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax; 382 2695

E-mall: info@sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombla



