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Uso del &ado 2,5-dhidroxibencenosulfonico, en la fabnicacidn de
medicamentos de aplicacibn en el tratamento de enfermedades
angiodependientes La invencidn cubre la aplicacion de este compuesto vy,
particularmente de sus sales célcica y potasica, en el tratamiento de dos
enfermedades angiodependientes y que presentan disminucion de |a apoptosis,
como son el cancer y la psonasis La invencibn pone de manifiesto la
capacidad antiprolferativa, antimigratona, antiangiogénica y proapoptética de
esta familia de compuestos en células no quiescentes Asimismo refleja el
efecto potenciador de estos compuestos sobre conocidos farmacos citostéticos
en el tratamiento de tumores, en concreto sobre gliomas Por ultmo se pone de
manifiesto la eficacia terapéutica de estos compuestos, basada en la
combinacidn de sus capacidades antprolferativa, antangiogénica y
proaptética, en el tratamiento de placas psondsicas cronicas
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USO DEL ACIDO 2,5-DIHIDROXIBENCENOSULFONICO, EN LA FABRICA-
CION DE MEDICAMENTOS DE APLICACION EN EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES ANGIODEPENDIENTES

Campo d encioén

Esta invencidn se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el
dcido 2,5-dhidroxibencenosulfénico, y su empleo en la elaboracion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por una
ntensa  proliferacibn  celular, gran vascularizacidbn (enfermedades
angiodependientes) y mas particularmente enfermedades angiodependientes

que presenten ademas disminucidn de la apoptosis, como ocurre por ejemplo
on el cancer o la psonasis

Antecedentes de la invenclén

Los tumores malgnos se caractenzan, aparte de por su incontrolada
proliferacion celular, por su capacidad para invadir los tejdos pentumorales
normales La invasidn tumoral es un proceso complejo que se desarrolla segun
las siguilentes etapas consecutivas a) adhesion de las células tumorales a
proteinas de la matnz extracelular, b) degradacién de las proteinas de la matriz
extracelular por proteasas que crean espacios extracelulares que las células
tumorales uthzan para, ¢) migrar mediante un mecanismo dindmico y complejo
que requiere la sintesis de nuevas porciones de la membrana citopldsmica y
regrganizacion del citoesqueleto (Giese A, Westphal M Neurosurgery 1996, 39
235-252) Las células que desde la masa tumoral invaden el tepdo pentumoral
normmal tienen nactivado su programa genstico de muerte celular programada y
por ello, las células tumorales que migran para invadir los tejdos sanos
pentumorales, eluden la apoptosis (Manani | et al Chin Cancer Res 7 2480-
2489,2001) Cuando las células tumorales agrupadas alcanzan una masa de 2
a 3 mm®, para contrarrestar la situacion de hipoxia de este tumor pnmario, las
propias células tumorales sintetizan grandes cantidades de factores
angiogénicos (Folkman J N Engl J Med 285 1182-1186, 1971, Carmeliet P,
Jain RK Nature 407 249-257, 2000, Yancopoulos GD et al Nature 407 242-
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248, 2000) que activan a los vasos sangulneos pentumoraies para que estos
formen nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) que invaden el tumor para
aportar el oxigeno y los nutnentes y eliminar productos del catabolismo tumoral
Los mismos procesos celulares que acontecen durante la invasién tumoral
(motildad y ausencia de apoptosis) suceden en sentido centripsto durante la
anglogénesis tumoral Por,lo tanto, ia inhibicién de la capacidad invasiva de las
células tumorales y de las células endoteliales deberia producir un retraso en el
crecimiento tumoral al inhibir la expansién del tumor, disminuir la angiogénesis
y promover la apoptosis Por ello, un tratamiento eficaz contra el céncer
deberia inhibir la migracién, la angiogenesis y aumentar la apoptosis sin
producir estos efectos en células normales

Existen numerosos agentes antitumorales y antiangiogenicos en diferentes
estados de desarrollo clinico en oncologia (Brem S Cancer Control 6 436-458,
1989), de los que un considerable numero son polipeptidos que el orgamismo
utihiza para contrarrestar el efecto de los reguladores positvos de la
angiogénesis (Hagedomn M, Bikfalvi A Cnt Rev Onc Hemat 34 89-110, 2000)
Sin embargo, cuando dichos polipeptidos se comparan con compuestos de
peso molecular considerablemente Infenor, se ponen de manifiesto sus
inconvenientes farmacolégicos Por otra parte, se ha comprobado que
diferentes compuestos sintéticos que contienen anillos arométicos en su
molécula y actuan como inhibidores de la actividad mitogénica inducida por
factores de crecimiento, son citotoxicos frente a céluias quiescentes o no
tumorales (Lozano RM J Mol Biol 281 889-9115, 1998) Sigue exishendo, por
tanto, la necesidad de encontrar compuestos con actividad anttumoral,
antiangiogénica y proapotética de baja toxicidad para las celulas sanas,
quiescentes, no tumorales Actualmente existe un gran interés en la busqueda
de nuevas indicaciones terapéuticas para medicamentos antiguos En este
sentido se ha comprobado recientemente que diferentes antibiéticos, aparte de
su actvidad antimicrobiana, poseen efectos antiproliferativos, como es el caso
de la rapamicina (Morice MC et al N Engl J Med 346 1773-1780, 2002), o de
la neomicina (Cuevas P et al Neurol Res 224 389-391, 2002), o son utiles
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como ansiollticos como la norfloxacina (fiuroquinolona) (Johnstone TB et al Nat
Medicine 10, 31-32, 2004)

La psonasis es una enfermedad crénica angiodependiente que afecta al 2-3%
de la poblaci5n mundial y se caractenza por hiperplasia epidérmica, infiltracién
dermo-epidérmica de células inflamatorias y linfocitos T, y un desarrollo muy
evidente de la vascularizacién (Robert C, Kupper TS New Engl J Med 1999,
341 1817-1828), junto con una disminucién de muerte celular por apoptosis
(Kocak M et al Int J Dermatol 42 788-783, 2003} Actualmente no existe
ningun tratamiento curativo para la psonasis La terapia antipsorigsica puede
ser tdpica o sistémica, dependiendo de la extensidon y de la gravedad de la
enfermedad La terapia tépica méas utiizada consiste en diferentes tipos de
corticoides, pero el uso prolongado de estos compuestos se asocia con atrofias
cutaneas, estrias y telangectasias (Baker BS, Fry L Cutis 1998, 64 315-318)
La terapia sistérmica con farmacos inmunosupresores se asocia a efectos
secundanos muy importantes (Wolina V et al Clin Rheumatol 2001 20 406-
410) Por gjemplo, el emplec de ciclosponna para el tratamento de la psoriasis
puede producir nefrotoxicidad (fibrosis intersticial y atrofia tubular), hiper-
tension, hipomagnesemia, hipercalcemia y disfuncion hepatica (Trawvis L,
Weinberg JM Drugs of Today 2002, 38 847-865) También el uso prolongado
de otro medicamento inmunosupresor para el tratamiento de la psoriasis, el
tacrolimus, puede producrr hipertension, nefrotoxicidad e inmunosupresion
(Jegasothy BV et al Arch Dermatol 1992, 128 781-785) Recientemente se ha
descnto que la aplicacién topica del inmunosupresor tacrolimus acelera la
carcinogenesis en la piel del ratén (Niwa Y, Terashima T, Sumi H B J Dermatol
2003, 149 960-8967) Por ello, son necesanos nuevas compuestos
antipsonasicos que demuestren ser eficaces sin producir efectos secundanos
evidentes como los que se asocian con los tratamientos antipsonésicos més
comunes

El acdo 2,6 dhidroxtbencenosulfénico es un derivado del acido 2,5-
dihidroxibenzolco que se formula farmacolégicamente en forma de diferentes
sales (fundamentalmente calcica, potasica y magnésica) que le confieren
estabjidad El acido 2,5-dihidroxibencenosulfonico se viene utiizando desde
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los afios 70 como medicamento vasculotrépico oral (Berthet P et af Int J Clin
Pract 53 631-636, 1999)

El 4cido 2,5-dihidroxibencenosulfonico inhibe la agregacidon plaquetana, el
aumento de la permeabilidad capilar y la viscosidad sanguinea en pacientes
con retinopatia diabética (Bayer J et al Disch Mod Wschr 1980, 46 160-1608,
Banarroch IS et al Ophtalmic Res 1985, 17, 131-138, Michal M, Giessinger
N Thromb Res 1988, 51 583-605) El metabolismo y la farmacocinética de
este compuesto en el ser humano son conocidos desde el afio 1974 (Benakis
A et al Thérapie 1974, 28 211-219) Recientemente se ha comprobado
experimentalments que el acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico aumenta la
actividad de la 1soforma endotelial de la enzima sintasa del dxido nitrico
[endothelial nitnc oxyde synthase (eNOS)] en células endoteliales de rata sin
producir efectos citotéxicos (Suscheck C et al Bt J Pharmacol 1997, 122
1502-1508) Ademas, el acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico es capaz de
potenciar la relajacion in vitro de arterias peneanas humanas (Angulo J et al Br
J Pharmacol 2003, 139 854-862) Existe evidencia experimental de que el
acido 2,5-diidroxibencenosulfénico (formulado como sal célcica o magnesica)
posee actividades antoxidantes in vitro (Brunet J et al Fundam Chn Pharmacol
12 205-212, 1998)

La prasents invencién se basa en el descubnmiento de nuevas actividades del
dcido 2,5-dindroxibencenosulférico y/o sus sales, referidas a su capacidad
antiproliferativa, antmigratona, antangiogénica y proapoptética en células no
quiescentes, actividades que, combinadas, justifican su empleo como
compuesto util para el tratamiento de enfermedades angiodependientes como
es el caso del céncer, caractenzado por una hiperproliferacion, invasion celular
y angiogénesis excesivas, jJunto con un déficit de muerte celular por apoptosis,
sin presentar toxicidad para células sanas o quiescentes, no tumorales En los
experimentos se han utlizado células tumorales glidmicas, pues los gliomas
son tumores muy Invasivos con gran capacidad angiogénica y con un déficit

apoptético importante (Merzak A, Pilkington GJ Cancer Metastasis Rev 16
165-177, 1997)

1O
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La presente invencion se basa tambien en el hecho compraobado de que el

acido 2 5-dihidroxibencenosulfonico y/o sus sales poseen, de forma

combinada, efectos antiproliferativos, antiangiogénicos y proapoptdticos, por lo
que ss ha procedido a valorar la sficacia terapdutica del mismo en placas
psondasicas crénicas caractenzadas por una hiperproliferacion epidérmica, una
intensa angiogénésis dérmica y un déficit apoptético (Karasek MA, Cutis 64
318-322, 1999)

La presente invencion esté relacionada pues con la busqueda de nuevos
tratamientos contra el céncer y otras enfermedades angiodependientes y se
basa en que el hecho de que el dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico y/o sus
sales, han mostrado la capacidad de inhibir el crecimiento, la migraciéon e
inducir la apoptosis en células tumorales in wvitro asli como capacidad para
inhibr In vivo la anglogénesis inducida por el factor de crecimiento para
fibroblastos (FGF) Por tanto, debido a la combinacién de dichas capacidades,
dichos compuestos resultan utiles en el tratamiento de los tumores malignos y
enfermedades neoplésicas hematoldgicas asl como en el tratamiento de otras

patologlas asociadas una gran vasculanzacion (enfermedades
angiodependientes)

oS clén de la Invencld
El dcido 2,5-dehidroxibencenosulfénico formulado en forma de sales es un

producto comercial (por ejemplo, la sal potasica puede adquinrse en Merck

Farma y Quimica SA, Mollet del Vallés, Barcelona) con la sigutente férmula
molecular

OH

503 -—Met
OH

I
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en la que Met = Metal y n es funcion de la valencia del metal empleado en la
sal Generalmente n 0 1 6 2 al ser el caton metdiico formador de la sal,
monovalente {K) o divalente (Ca 6 Mg)

Las nuevas actividades biolégicas del acido 2,5-dihidroxibencenosulfonico no
dependen del catién unido al anlllo bencénico pues el acido 2,5-dihidroxi-
bencenosulfénico formulado con cualquier sal tiene efectos similares en la
inhibicién de la proliferacién celular, la migracién y la angiogénesis En la
presente invencibn se descnben unicamente las actividades del écido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico formulado como sal potésica y célcica sin olvidar que
dentro del alcance de esta invencién se encuentra cualquier sal farma-
céuticamente aceptable del compuesto El término "sales farmaceuticamente
aceptables" incluye las sales metalicas o las sales de adicion susceptibles de
ser utilizadas en formas farmacéuticas Las sales farmacéuticamente
aceptables del dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico pueden obtenerse a partir

de acidos o bases, organicos o Inorganicos, por métodos convencionales
haciendo reaccionar el dcido o la base apropiadas con el compuesto

Las composiciones farmacéuticas que contengan el é&cido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico pueden presentarse en cualquier forma de
administracién que se considere adecuada, por ejlemplo, por via sistémica, oral,
parenteral, uretral, rectal o tdpica, para lo cual incluran los excipientes
farmacéuticamente aceptables necesarios para la formulacién de la forma de
administracion deseada

Los siguientes ejemplos Illustran y apoyan la invencién y no deben ser
considerados imitativos del alcance de la misma

Ejemplo 1 _Ensayo llustrativo de la capacldad antiproliferativa del &cido
2,5-dehidroxibencenosulfénico

Para este estudio, realizado in vitro, en tres experimentos diferentes tnplicados
se han empleado células glidmicas de rata (linea C6) Las células se cultivaron
en un medio compuesto por DMEM [Dulbecco's modified Eagle's Medium
(Gibco Paisiey UK)], 7,5% de suero fetal (Gibco) , 10 unidades/m! de penicilina

|2
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(Gibco) y 10ug/ml de estreptomicina (Gibco) Los cultivos fueron mantenidos en
una atmosfera humidificada a 37°C Para valorar el efecto del écido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico sobre la proliferacién celular se sembraron 2 x 10*
células C6 por pocillo (15mm de didmetro) en placas de 24 pocillos Los
culivos expenmentales fueron tratados durante 48 horas con diferentes
concentraciones micromolares (uM) del compuesto (sal calcica o potésica del
acido 2,5-dihidroxibencenosulférnico) Los cultivos controles vivieron 48 horas
sin afadifes el compuesto Después de 48 horas los cultivos fueron
fotografiados utilizando un microscopio invertido y posteriormente los cultivos
fueron coloreados con violeta cnstal (Merck Farma y Quimica SA Mollet del
Vallés, Barcelona) y procesados para determmnar el numero de células por
pocillo utiizando un método espectrofotométrico Como muestra la Figura 1 el
tratamiento con diferentes concentraciones del compuesto produce una
inhibicién de la proliferacién celular dosis dependiente, obteniéndose una
mhibicién del 88% con una concentracidn de 100uM de la sal célcica del écido
2,5-dihidroxibencenosulfénicc (A) Con la misma concentracion de la sal
potésica del dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico se obtuvo una inhibicidn del
74% (B) La ICso S6 encuentra en un rango préximo a 25uM para la sal célcica
y entre 40 y 50uM para la sal potédsica Comparando la Figura 1A con la Figura
1B se observa que para conseguir el mismo porcentaje de inhibicidn en la
proliferacién celular tras el tratamiento con la sal célcica del compuesto se
necesita una concentracién doble de sal potdsica para obtener el mismo efecto
Esto es debido a que la sal célaca del compuesto contisne dos moles de
principio activo (acido 2,5-divdroxibencenosulfonico) que en solucién acuosa
se separan de la sal La Figura 2 muestra una imagen de un cultivo de células
C6 después de 48 horas sin tratamiento (A}, otra correspondiente a un cultivo
de células C6 tratadas durante 48 horas con una concentracion de 50 uM de la
sal calcica del acdo 2,5-dihidroxibencenosulfénico (B) y una tercera
parteneciente a un cultivo de células C6 tratadas con 100 uM de la sal potésica
del dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico durante 48 horas (C) Este estudio
demuestra que el tratamiento con el compuesto inhibe Ia prolferacin en
células neopldsicas y corrobora el efecto antiproliferativo del compuesto
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observado en células musculares lisas vasculares normales estimuladas in vitro
con factores mitogénicos (Parés-Herbute N et al Int J Angiol 8 §5-S10, 1999)
Para discemir s la actvidad antiproliferativa del 4cido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico estd mediada por un efecto citotéxico o

proapoptético realizamos diferentes expenmentos que se detallan en el ejemplo
siguiente

Elemplo 2 Ensayo llustrativo de la capacldad proapoptética del Acldo 2.5-
dihldroxibencenosulfénico

Este ensayo se realizé en células C6 cultivadas in vitro segun el procedimiento
descnto en el Ejemplo 1 Para la demostracién del efecto proapoptético de los
compuestos analizados, hemos empleado dos métodos diferentes que detectan
la fragmentacién intracelular del ADN y los nucleos apoptéticos in situ

Deteccién de la fragmentacién intracelular del ADN

Los métodos de inmunoensayo enzimético que cuantfican los fragmentos del
ADN asociado a histonas pueden considerarse idoneos para determinar el
inicio de la apoptosis (Aragane Y et al J Cell Biol 1998, 140 171-182) Este
método permite diferenciar la muerte por necrosis de la muerte por apoptosis
ya que en la necrosis se rompe la membrana citoplasmica y el ADN aparece
en el medio de cultvo, mientras que en |la apoptosis el ADN fragmentado
permanecse en el intenor de la celula pues la membrana plasmica se conserva
intacta (Aragane Y et al J Cell Biol 140 171-182, 1998)

Utiizando el kit Cell Death Detection ELISAP™ (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, hemos
determinado Ia fragmentacién del ADN en cultivos de células C16 (2 x 10%) a
las 4, 16, 24 y 48 horas Los cultivos controles no recibieron tratamiento
mientras que a los cultivos expenmentales se les afiadid de 50 a 200 uM (Fig
3A) de la sal potdsica del acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico También se
realizaron expenmentos afiadiendo 25 a 100uM de la sal célcica del dcido 2,5
divdroxibencenosulfénico (Fig 3B) Todos los experimentos fueron realizados
por triphcado en tres expenmentos diferentes
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Las Figuras 3A y 3B demuestran lo siguilente a) el efecto antiproliferativo del
écido 2,5-dihidroxibencenosulfénico estd mediado fundamentalmente por una
actividad propapotética, b) el catiébn unido a la molecula no condiciona la
actividad del compuesto pues el efecto proapoptético es similar utilizando la sal
célaca o potésica del mismo, ¢) el mayor efecto proapoptétco se consigue en
células fratadas durante 48 horas con el compuesto, d) el méximo efecto se
consigue con una concentracién de 25uM para la sal célcica y S0uM para la sal
potasica ,idénticas a la ICs en estudios de proliferacion celular

Una vez comprobado que en el mecanismo antiproliferativo del acido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico participa en la muerte celular por apoptosis,
valoramos cuanttativamente dicho efecto estudiando microscépicamente las
células glibmicas utihzando la siguiente técnica

Deteccién in situ de nucleos apoptdticos (Técnica TUNEL)

Se realizaron tres expenmentos independientes repetidos tres veces Las
células C6 procedentes de los cultivos controles y los procedentes de los
cultivos tratados durante 24 horas con el compuesto (50uM y 100uM de la sal
célcica y potasica respectivaments) fueron adhendas a portaobjetos de vidno
donde se fijaron con una solucién tamponada (pH 7,4) de paraformaldshido al
4% durante una hora a la temperatura del laboratono Postenormente las
células fueron lavadas y permeabilizadas con una solucién al 0 1% de Tnton X-
100 Seguidamente las células fueron lavadas antes de aplicar la técnica
TUNEL [{terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick and
labeling (Gavneli Y, Sherman Y, Bensasson SA J Cell Biol 119 493-501,
1992)] Utihizando un kit para detectar In situ nucleos apoptéticos (In situ Cell
Death Detection Kit Boehnnger Mannheinm, Mannheim Alemania) Las
diferentes etapas de la técnica se realizaron de acuerdo con las instrucciones
del fabncante del kit Finalmente las células fueron coloreadas con verde luz
(Fluka, AG, Suiza) La reaccibn TUNEL sélo aparece en los nucleos
apoptéticos

Aunque se obtuvieron resultados muy similares con la sal célcica y potasica del
compuesto objeto de la Invencion, en la memona se presentan unicamente los

15
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resultados obtenidos con la sal potésica del compuesto Se contaron las células
en 6 campos diferentes en 12 portaobjetos donde se hablan adhendo las
células de 6 cultivos controles y de 6 cultivos tratados con el écido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico (100 uM) El numero total de células no apoptéticas y
apoptéticas fue el siguiente

Células C6 Nucleos apoptéticos Nucleos normales
Controles 138 5954
Tratadas 3846 354

El numero total de céiulas tratadas es menor que el numero total de células
controles debido al efecto antiproliferativo dei compuesto

En las imégenes de la Figura 4 se representa un drea de un experimento de un
cultivo control (A y B) y de otro cultivo tratado con el compuesto (C y D) en los
que se empled la técnica TUNEL Como se muestra en las imégenes sélo se
observan 2 nucleos apoptéticos en las células controles, mientras que en las
células tratadas con el compuesto objeto de la invencion aparecen 107 nucleos
apoptoticos y sdlo 8 nucleos normales (no apoptéticos)

Estos datos demuestran que el dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico es un
compuesto con gran actividad proapoptética utl para inducir la apoptosis
tumoral Como se ha demostrado que el dado 2,5-dihidroxibencenosulfénico
inhibe la apoptosis en células humanas nomales (Braber R, Farine JC, Lora
GA Apoptosis 4 411149, 1998) este compuesto es una molécula firme
candidata para el tratamiento del céncer

Uno de los mecamsmos implicados en el fracaso terapéutico de la qumio y la
radioterapia es la ineficacia de estos tratamientos en inducir la muerte celular
por apoptosis, debido fundamentaimente a la hiperexpresidn de protelnas
antiapoptéticas en las células tumorales (Sellers WR, Fisher DE J Clin Invest
104 1655-1661, 1999, Branch P et al Oncogene 19 3138-3145, 2000) Por

ello, los compuestos proapoptéticos pueden ser de gran utihdad clinica como
coadyuvantes en el tratamiento quimio y radioterapéutico

/6
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Una vez comprobadc o efecto proapopilico del acdo 2,5-
dihidroxibencenosulfénico hemos valorado la capacidad de este compuesto en
aumentar el efecto antiproliferativo de diferentes medicamentos citostaticos En
el siguiente ejemplo se demuestra como el acido 2,5-dihidroxibencenosutfénico
es capaz de aumentar la eficacia terapéutica de diferentes compuestos
citostahicos empleados en oncologia, como el cis-platino, la vincristina, el
paclitaxel y el 5-fiuorouracilo

Elemplo 3 Ensayo llustrahvo de la capacidad del écido 2.5-
dihidroxibencenosulfénico en la quimlopotenclacién,

Pera este aestudio, hemos empleado celulas C6 cultivadas in vito en las
mismas condiciones que las descntas en el ejemplo 1 Se sembraron 1x 10°
células por pocillo en placas de 24 pocillos Se realizaron tres tipos de
tratamiento a) a las 24 horas después de la siembra, las células fueron
tratadas independientemente con cada uno de los siguientes férmacos, cis-
platno (5 pg/ml), vincnstina (0,1ug/mi), pacltaxel (S5ug/ml) y 5-fluorouracilo
(100ug/ml), b) a las 24 horas después de la siembra, las céiulas fueron tratadas
conjuntamente con el é&cido 2 5-dihidroxibencenosulfébnico (sal potasica,
100uM) y con cada uno de los siguientes farmacos, cis-platino (5 pg/ml)
vincnistina (0,1pg/mi), pachtaxel (Spg/ml) y 5-fluorouracilo (100ug/ml), c) en el
momento de realizarse la siembra (Dia 0), las células fueron pretratadas con el
acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico (sal potasica, 100uM) Al dia siguiente, los
cultivos fueron tratados ademas con cada uno de los siguientes fArmacos cis-
platno (6 pg/ml) vincnstina (0,1pg/ml), pachtaxel (5ug/ml) y S-fluorouracilo
(100ug/ml) Los cultivos controles no recibieron tratamiento durante 2 dias A
las 48 horas (dfa 2) se valord en todos los cultivos el numero de células de
idéntica forma a la usada en el elemplo 1 Este estudio se efectud en
expenmentos independientas tnplicados repetidos fres veces

En la figura 5 (A, B, C y D) se representan los histogramas de los expenmentos
realizados para valorar el efecto del 4cido 2,5-dihidroxibencenosulfénico en la
potenciacién de diferentes farmacos citostaticos El tratamiento con cis-platino,
vincnstina y 5-fluorouracilo produce una inhibicidn del 50% en la prolferacion
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de células C6, mientras que el tratamiento con paclitaxel consigue un 67% de
inhibicién de la prolferacidn celular El tratamiento conjunto del acido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico + los fdrmacos citostaticos (cis-platino, vinenstina y
5-fluorouracilo) produce una inhibicién del 84% en la proliferacion celular El
tratamiento conjunto con 2,5-dihidroxibencenosufloncio + paclitaxel produce un
86% en la inhibicidn de la proliferacidon celular Cuando los cultivos celulares
son pretratados con el éacido 2,5-dihidroxibencenosulfénico y postenormente
con los siguientes citostdticos cis-platino, vincnstina y S-fluorouracilo se
consigue una Inhibicidn del 80% en la proliferacién celular Cuando se emplea
ol pachtaxel, la inhibicién en la proliferacidn celular alcanza hasta el 82%

Los resultados antenommente expuestos demuestran que el tratamiento
simultdneo del 4dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico y de agentes quimiotera-
péuticos aumenta la eficacia terapéutica de los mismos y ademds, este efecto
quimiopotenciador es mayor cuando las células han sido pretratadas con el
écido 2,5-dihidroxibencenosulfénico Estos datos apoyan el emplec del 4cido
2,56-dihidroxibencenosulfénico como tratamiento coadyuvante asociado a la
quimio y radioterapia

Elemplo 4 Ensayo llustrativo de Ja capacidad antimigratona del écido 2,5-
dihldroxibencenosulfénico

Este ensayo se efectud en tres experimentos diferentes tnplicados Para
valorar la capacidad del 4cido 2,5-diidroxibencenosulfénico en la inhibicién de
la migracién celular se utilizaran 2 x 10° células C6 cultivadas in vitro en placas
de 20mm Con ayuda de una mcropipeta estenl se practico una lesiéon
longitudinal (dia 0) en cultivos controles y en cultivos tratados con 100uM de la
sal potasica del acido 2,5-dihidroxibencenosulfébnico Se realizaron fotos
digtalizadas utlizando un sistema fotogréfico conectado a un microscopio
luminoso y con un programa de morfometria computanzada (Moticam Motic
Barcelona) se delimitd el drea de lesi6n A las 24 horas se volvieron a obtener
fotograflas y se marcaron los bordes de la lesion superponiendo las pnmeras
fotos (dia O) con las obtenidas a las 24 horas para calcular el porcentaje del
drea lesionada cuberta por las células migratorias Estos valores se
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repraesentaron como porcentaje de regeneracion obtenida con e} tratamiento
Enla Figura6& se representa un ejemplo tipico de un expenmento control (A)
y de otro experimento en el que las células fueron tratadas durante 24 horas
con el compuesto objeto de la Invencién (B) Como se observa en esta Figura
las células no tratadas regeneran completamente la lesién (Fig 6A), mentras
que las células tratadas con el compuesto no son capaces de migrar y recubrir
toda el érea de la lesion (Fig €B) En la Figura 7 que representa los datos
porcentuales de todos los expenmentos se observa que el acido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico inhibe hasta un 64% la migracién de células
tumorales

Elemplo 5§ Ensayo llustrativo de la capacidad antlangiogénica del &cido
2,5-dihidroxibencenosulfénico

Para este ensayo hemos utilizado la membrana corioalantofdea del embrién de
pollo que permite testar in vivo la actividad de substancias antangiogénicas
(Zilberberg L et al J Biol Chem 2003, 278 35564-35573) Como compuesto
proangiogénico, hemos utilizado la forma basica del factor de crecimiento para
fibroblastos (bFGF) (Meghna U et al Blood 2003, 102 2108-2114)

Huevos fecundados se incuban en una estufa a 37°C y una humedad del 80%
Después de 4 dias se practica una apertura de la cédscara del huevo en el polo
mds agudo del mismo para aspirar 1ml de albumina Postenormente se cierra
la apertura con una lémina de parafina (Parafim M Laboratory Film Chicago IL
USA) Este procedimiento permite crear una camara de aire que /mpide que el
embrién se adhiera a la parte supenor de la cdscara El dia 13 de incubacion se
rompe la ciscara a nivel de la camara de are para poder efectuar el
tratamiento Veinte embriones son tratados con 5ul de una solucion de 3ug de
bFGF + 0 1% de heparina, embebida en un disco de papel de nitrocelulosa
Seguidamente se sella la cdscara con lamina de parafina Al dia siguiente, en
la mitad de los embniones (n=10) se produce la apertura de la céscara para
empapar de nuevo del disco de papel de nitrocelulosa con 100 uM de sal
patdsica del dcido 2,5-dihidroxibencencosulfénico disuelta en suero fisioldgico
(5ul) De nuevo se vuelve a cerrar la apertura de la cascara con lamina de
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parafina El dia 17 termina el expenmento fotografiandose los discos de
nitrocelulosa para su estudio comparativo

En la Figura 8 se presentan dos imagenes corraspondientes a un embrion
tratado con 3 pug de bFGF + 0,1% de hepanna (A) y a otro al que se afiadi6 al
siguiente dia ademés 100 uM de una solucion de sal potasica del acido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico (B) En la imagen A se observa como el disco de
nitrocelulosa aparece invadido por vasos sanguineos, mientras que en la
imagen B se aprecia una escasisima invasion vascular en el disco La
cuantficacibn morfometrica de las imagenes de los discos de nitrocelulosa
utihizando un sistema computarizado (Moticam Motic Barcelona) muestra el
efecto antiangiogénico del compuesto (érea del disco cubierta por vasos
sanguineos en embnones tratados con bFGF + heparina = 35 + 8 6% vs érea
del disco cubterta por vasos sangulneos en embriones tratados con bFGF +
hepanna + sal potasica del dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico = 2 + 1,5%,
p<0,0001, test de student no pareado) Efectos similares se obtuvieron
utiizando 50 pM de la sal céicica del compuesto Este expenmento demuestra
que el compuesto, obeto de la presente invencidn, posee actividad

antiangiogénica al ser capaz de neutralizar el efecto angiogénico inducido por
el bFGF

Ejemplo 8 Ensayo sobre lesiones psorldsicas

Para este estudic hemos empleado la sal potdsica del acido 2,5-
dihidroxibencenosuifénico formulada al 2,5 y 5% en forma de crema, por ser
este tipo de formulacién un procedimiento habitual para el tratamiento tépico de
enfermedades cutdneas Las concentraciones elegidas de las sales del dcido
2,5-dihidroxibencenosulfénico se encuentran dentro del rango de las
concentraciones utilizadas para el tratamiento de la retinopatia diabética 6
comprimidos dianos de 500mg de la sal célcica del écdo 2,5-
dihidroxibencenosulfonico (Benakis A et al Thérapie 1974, 29 211-219) Como
fase acuosa de la crema hemos utiizado agua destlada La fase grasa de la
misma puede estar constituida por alcohol cetilico, alcohol esteénco o vaselina
El span es un emulgents eficaz en la elaboracidn de la crema Aunque ambas
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formulaciones (2,5 y 5%) del producto muestran ser eficaces clinicamente, el
mayor beneficio terapéutico se obtiene con la concentracion al §% Por ello,
presentamos los resultados obtenidos con el &cdo 2,5-dihidrox-
bencenosulfonico formulado en forma de crema al 5% EIl siguiente ejemplo
lustra ia formulacion de una crema eficaz en el tratamiento topico de la
psonasis y no debe ser considerado imitativo del alcance de la invencién

| - Parte activa (sal potésica del 4aido 2,5-dihidroxibencenosulfonico al 5,6%)

Il - Parte inactiva Como excipientes se pueden utihizar alcohol cetflico (2,5%),
alcohol estearllico (2,5%), vaselna liquida (30%), vaselina filante (20%),
sorbinato deato (5%) y agua destiiada (c s p 100g)

La eficacia clinica del tratamiento fue evaluada de acuerdo con el indice DE!
que cuantifica los signos de descamacién (D), ertema (E) e infiltracion (1) a los
que se asigno la siguiente valoracién (0) ausente, (1) leve, (2) moderada y (3)
severa (Freeman AK et al J Am Acad Dermat 2003, 48 564-568) En la Figura
9 aparecen tres Imagenes antes del tratamiento, a los seis y a los trece dias de
tratamiento de una misma placa psondsica crénica localizada en la zona de
extensidn del codo i1zquerdo tratada con |la sal potasica del acido 2,5-
dinidroxibencenosulfénico al 5%, Como puede observarse, el tratamiento
tépico dos veces al dia con una crema conteniendo la sal potasica del acido
2,5-diidroxibencenosulfénico produce precozmente (6 cias) un “aclaramiento”
muy notable de la placa con desapancién cas: total de la hiperqueratosis La
eficacia terapéutica de la crema es mas evidente al final de la segunda semana
de tratamiento El tratamiento produce una reduccion importante de los valores
globales del indice DE! (DEI global pretratamiento = 6 + 1,57 vs DEI global
postratamiento =1 £+ 0,58, p<0,0001, test de student no pareado)

2|
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Leyenda de figuras

1 Histograma que representa el efecto antiproliferativo del tratamiento con
diferentes concentraciones de las sales (A) célicica y (B) potésica del acido
2,5-dihidroxibencenosulfénico en cultivos de células C6 después de 48
horas de tratamiento Ordenadas Absorbancia a 595 nm, Abcisas
concentracion pM

2 El panel A representa el aspecto a las 48 horas de un cultivo control de
células C6 El pansel B muestra una imagen de un cultivo de células C6
tratadas durante 48 horas con S0uM del 4cido 2,5-dihidroxibencenosulfénico
(sal célcica) El panel C es un aspecto de un cultivo de células C6 tratadas
durante 48 horas con 100 uM de la sal potasica del &cdo 2,5-
dihidroxibencenosulfénico

3 Histogramas representatvos en donde se observa que el efecto
antiproliferativo del daido 2,5-dihidroxibencenosulfénico no es debido a
necrosis (histograma blanco) sino a apoptosis (histograma rayado) A
Tratamiento con la sal célaca del dcido 2,5-dhidroxibencencsulfénico B
Tratamiento con la sal potasica del daido 2,5-dihidroxibencenosulfonico
Ordenadas Absorbancia a 405 nm, Abcisas tiempo en horas

4 Imégenes de células C6 gliémicas procasadas con la técnica TUNEL para
detectar In situ células apoptéticas Los nucleos apoptéticos aparecen
oscuros y los nucleos y citoplasma de las células no apoptoticas aparecen
de color clarc Las flechas indican nucleos apoptéticos A y B células
controles C y D céluilas tratadas con el &ado 2,5-dihidrox-
bencenosulfénico Las fotografias B y D cormesponden a una amplificaciéon
de los recuadros de las fotografias A y C, respectivamente

5 Histogramas demostrando el efecto quimiopotenciador (valorado como
efecto antiproliferativo) del acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico, con
diferentes compuestos citostdticos A) Cis-platino (5 pg/ml), B) Vincristina
(01 plUml), C) Pacitaxel (Spg/ml) y D) S5-fluorouracilo (100 pg/ml)
Ordenadas Absorbancia a 595 nm, Abcisas histograma blanco (control),
punteado (crtostdtico, dla 1), histograma rayado (4cido 2,5-



10

16

20

25

30

17

dihidroxibencenosulfénico + citostético, dia 1), histograma a cuadros (écido
2,5-dihidroxibencenosulfénico (dia 0) + citostatico, dia 1)

Iméagenes fotogréficas de la migracién celular en un expenmento control (A)
y en otro expenmento en donde las células fueron tratadas con el 4cido 2,5-
dihidroxibencenosulfénico (B) Las celulas controles regeneran totalmente
una lesién practicada en el cultivo, mientras que la migracion celular de las
células tratadas con el dcido 2,5-dihidroxibencenosulfénico es incapaz de
cubnr totaimente el area lesionada del cultivo Las lineas horizontales
delimitan la lesi6n longitudinal inicial practicada en los cultivos

Histograma representando la capacidad migratona de las células C6 en
cultivos controles (histograma blanco) y en cultivos tratados con el &cido
2,5-dhidroxibencenosulfénico (histograma negro) La capacidad migratona
sa expresa (ordenadas) como el porcentaje de regeneracién (porcentaje de
area cubierta de una lesidn longitudinal practicada en los cultivos)

Muestra imagenes de dos embriones de pollo de 17 dias de incubacién El
panel A comesponde a un embnén tratado con 3 ug de bFGF + 0,1% de
hepanna El panel B muestra el aspecto de un embrién tratado con 3 ug de
bFGF + 01% de hepanna + 100 uM de la sal potésica del d4cdo 2,5-
dihidroxibencenosulfénico En el panel A se puede observar el efecto
antiangiogénico del acido 2,5-dihidroxibencenosulfénico, pues el disco de
nitrocelulosa utiizado como vehiculo liberador de substancia aparece
desprovisto de vasos casi en su totahidad

Imégenes de una placa psonésica hiperqueratosica localizada en la regién
postenor del codo izquierdo La imagen A representa el aspecto de la placa
psonésica antes de tniciarse el tratamiento La imagen B es un aspecto de
la misma placa tras seis dlas de ftratamiento con una crema al 5%
conteniendo como componente activo la sal potdsica del acdo 2,5-
dihidroxibencenosulfénico La imagen C muestra el aspecto de la placa
psonésica tras dos semanas de tratamiento con la sal potasica del &cido
2,5-dihidroxibencenosulfénico formulada al 5% Los numeros que aparecen

en las imagenes corresponden a la fecha en que se realizaron las
fotografias
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REIVINDICACIONES ({Y\Od F]Df( y

1 - Uso del &cido 2,5-dihidroxibencenosulfonico o de cualquiera de sus sales
farmacéuticamente aceptables en la fabncacion de medicamentos de
aplicacién en el tratamiento de enfermedades angiodependientes

2 - Uso segun la revindicacion 1 en que la enfermedad angiodependiente
presenta ademés una disminucién de la apoptosis

3- Uso segun cualquera de las reivindicaciones 1 o 2 en el que el
medicamento fabncado es de aplicacién en el tratamiento del céncer

4 - Uso segun la rewvindicacion 3 caractertizado porque el medicamento
fabncado se utliza como potenciador del efecto antiproliferativo de los
farmacos citostaticos, en el tratamento del cancer

5 - Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caractenzado porque la
sal utiizada preferentemente en la fabncacin del medicamento es la sal
potasica del &cido 2,5-dihdroxibencenosulfonico

6 - Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caractenzado porque la
sal utlizada preferentemente en la fabncaci6n del medicamento es la sal
célcica del &cido 2,5-dihidroxibencenosulfénico

7 - Uso segun cualquiera de las reivindicaciones antenores 1 a 6 en que el
medicamento fabricado comprende ademés una cantidad adecuada de al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable

8 - Uso segun la reivindicacién 1 en el que el medicamento fabricado es de
aplicacion en el tratamiento de la psonasis
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9- Uso segun la rewvindicacién 8 caracterizado porque la sal utiizada
preferentemente en la fabncacién del medicamento es la sal potésica del 4cido
2,5-dihidroxibencenosulfénico

10- Uso segun la reivindicacibn 8 caractenzado porque la sal utilizada
preferentemente en la fabncacién del medicamento es la sal céicica del 4cido
2,5-dihidroxibencenosulfénico

11 - Uso segun cualquiera de las reivindicaciones antenocres 8 a 10 en que el
medicamento fabricado comprende ademas una cantidad adecuada de al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable

12 - Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, caracterizado porque
el medicamento consiste en una formulacién de aplicacidn topica

13 - Uso segun la reivindicacidn 12, caractenzado porque el medicamento se
trata de una crema o pomada cuya composicion comprende

- Una cantded farmacéuticamente eficaz del dcdo 2,5-
dihidroxibencenosulfénico o de cualquiera de sus sales
farmacéuticamente aceptables

-  Una cantdad farmacéuticamente aceptable de al menos un alcohol

- Una cantidad farmacéuticamente aceptable de al menos un emulgents

-  Una cantidad farrnacéuticamente aceptable de al menos un excipiente
formador de una fase lipidica, particularmente vaselina

-  Agua destilada

14 - Uso segun la reivindicacién 13, caracterizado porque ei medicamento es
una crema o pomada que presenta una composicion que comprende

5% de la sal potésica del cido 2,5-dihidrobencenosulfénico

2,5% alcohol cetilico

2,5% alcohol estednco

25
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30% vaselina liquida

20% vaselina filante

5% span

¢ s p 100g de agua destilada
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(43) Fecha de pubhcacién internacional (10) Némero de Publicacaén Internacional
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LU LV MA, MD, MG, MK, MN MW MX, MZ, NA, NI,
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VC VN, YU, ZA, ZM, ZW

(25) Idioms d= presentaciin. espaiiol
(34) Estados deslgnndos (s menos qus se indigue otra cosa,
{26) JIdioma de publicaclén espafio] para inda claxe ds proteccidn regional admisible) ARTPO
(BW, GH, GM, KH, LS, MW MZ, NA, SD SL, 8Z, TZ,
UG, ZIM ZW) eurcanitice (AM, AZ BY KQ, KZ, MD,

- (30) Datos relativee 8 s prioridad. RU TJ TM), eurcpea (AT BE, BG CH, CY CZ,DE, DK.
P20D400371 17 de Felwero de 2004 (17.02.2004) RS EE,ES FLFR,GB GR, HU, IR, IS, IT LT, LU, MC, NL.
FL, PT RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, (1,
(71) Solicitunte (para sodor los Entados designados sabvo US): GA. GN GO GW SN TD TG
INVESTREAD EUROPA, S.L. [E%EBS], C/Dr. Gain, 36, M. GA. x ML, MR, NE. >
B-28035 Maxind (ES). Publicada
— con bforme de bilsquedn oaemacional
(72) Imventor; e — antes de la expiracidn del plmo para modificar las revvn-
(75) InvenioiSolicitante {para US solamewmts) CUEVAS dicaciones y para ser republicada st sa reciben modifica
SANCHEZ, Pedro [BES/ES] Dr Guin, 35, E-28035 clones
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(74) Mandstario- ELZABURU, Alberto de, ¢/ Migoel An ~ “Guidamee Nates on Codes and Abbreviations™ gue aparece al
gel 21 B-28010 Madrid (ES). principio de cada nimero regular de la Gacete del PCT

(38) Title: USE OF 2,5-DIHYDROXYBENZENESULPHONIC ACID IN THE PRODUCTION OF MEDICAMENTS FOR THH
E== TREATMENT OF ANGIODEPHENDENT DISEASES SUCH AS CANCER AND PSORIASIS

(54) Thule USO DEL ACIDO 2,5 DIHIDROXIBENCENOSULPONICO, EN LA FABRICACION DE MEDICAMENTOS DE
mm= APLICACION EN EL TRATAMIENTO DB ENFERMEDADES ANGIOGENICAS COMO EL CANCER Y LA PSORIASIS

E (57) Abstruct: The mvenhon relates to the use of 2,5-dihydroxybenzenesulphoruc acud 1n the production of medicaments for the
—— treatment of angiodependent ciseases. More specifically the invention relates to the use of the aforementoned componnd and, in
y=q Particular, the calcum and potassium saits thareof for the treatment of two angiodepandent ciseases which present a reduction 1n
< apoptosis namely cancer and psonacis. The invention also discloses the antiproliferative, anfimigratory antianglogenic and proapop-

totre capacity of said family of compounds in non-quescent cells. In addihon, the invention detnils the potentiating sffect of smd
¢ compourxis on known cytostatic medicines 1n the treatment of tomours and, specifically on ghomas The hrvention farther relates
) to the therapennic efficacy of saud compounds based on the combmead antywolhferative, antiangiogemc and proapoptobic capacities
€73 theareof m the treatment of chromc psananc plaques

b~
& (57) Resumen Uso de} écido 2,5-dihidroxibencenosulfénico, en 1a fabricaciin de medicamentos de aplicacidn en el tratemiento
W do enfermedades angiodepenchentes La mvencidn cubre la aplhicacain de este compuesto y particularmente: dn sus sales cfieica y
¢= potiisica, en el tratarmento do dos anfermedades angrodepenchentes y que presentan dismunucidn de la spopious, como son el efncer
G y Ia psanasis La invencién pons de mamfiesto In capacidad antiproliferativa, antmigratoria, anflangiogémen y proapoptdtica de
o~ esia fammha de compnestos en células no qmescentes  Astmiamo refleja el efecto potencirdor de esios compuestos sobre conocudos
o firmacos citostihcos en e] ratamiento de tumores, en concreto sohre ghomas. Por dltimo se pone de mamfissty 1a aficacia terapéutica
de estos compuestos, basada on 1a comhmnacitn de sus capacudades antyproliferativa, antlangiogémcs y proaptdtica, en el tratamiento

de placas psaridsicas crémcan
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- MIT/PCT-183 %10 Wik Bske 20 July 2006
BY FAX 004122 7401435
CONFIRMATION BY COURIER
VYERY URGENT MATTER

Re»  Internacional Application no PCT/ES2005/070017

Dear Surs,

We ask you kindly to note that in the above international application, filed on 16 February
2005 at the Spamish Patent Office as Receiving Office, there has been a change of
ownership relating to one of the applicants

Present applicant INVESTREAD EUROPA, S.L
Address C/Dr Guu, 36
28035 Madnd, Spain

New epplicant ACTION MEDICINES, SL
Address Costa Brava 14B, 7°A, pt 2
28034 Madnd, Spain
We are sending you herewith a Power of Attorney form signed by the new applicant

Further on, according to Rule 92bis 1 PCT, please add the following mventors, which
should also be named as applicants only for the designation of the United States

Miguel Angel 21 - 28010 Madrid  Doctor Gades, 4 - 03001 Alcante
Erpbrn SA "R ML hindvld T-2014 F-14 Hols M-51598 imexip. 1% Feche 27-5-1902 OF ABIB16E" Elssbure v Asociad 5 C



Antomo ROMERO GARRIDO
Address Fuente del Alamo
28400 Collado Villalba, Madnd, Spain

Rosa Marfa LOZANO PUERTO
Address Emiliano Barral 7, Esc 1, 8°D
28043 Madnd, Spain

Guillermo GIMENEZ GALLEGO
Address Maldonado 1
28006 Madnd, Span

Serafin VALVERDE LOPEZ
Address Torrelaguna 123, pi1so 8-C
28043 Madnd, Spain

We are also enclosing power of attorney forms duly signed by the added
applicants/inventors

Please record the above mentioned requested changes before 17 August 2006 (expiration of
30 months from the prionty date)

Yours faithfully,

ELZABURU

Alberto de Elzaburu, PP

JL/JL/ QIMA\PCDOCB\GD\229335\1
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