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DESCRIPCION

Acido 2-hidroxioleico para utilizar como me-
dicamento.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la aplicacién
del dcido 2-hidroxioleico (o a-hidroxi oleico) como
agente antitumoral, como agente con actividad
hipotensora y como agente que permite inducir
una reduccién del peso corporal.

La presente invencién también se refiere a la
utilizacién del acido 2-hidroxioleico para la fa-
bricaciéon de un medicamento destinado al trata-
miento del cdncer, un medicamento destinado al
tratamiento de enfermedades cardiovasculares y
un medicamento destinado al tratamiento de su-
jetos con problemas de exceso de peso u obesidad.
Antecedentes de la invencién

Los acidos grasos son moléculas de amplia uti-
lizacién, tanto en alimentacién como en industria.
El 4cido 2-hidroxioleico, cuya sintesis ha sido des-
crita con anterioridad (Adam et al., 1998, Eur. J.
Org. Chem. 9, 2013-2018), ha sido utilizado de
forma industrial como emulsionante para prepa-
raciones de productos cosméticos.

Asi, por ejemplo, por un lado, la patente JP
10182338 se refiere a una composicién emulsio-
nante de aceite en agua que muestra baja irritabi-
lidad y elevada compatibilidad con sales, que con-
tiene: (A) tensioactivos no iénicos tales como mo-
nolaurato de polioxietileno sorbitol, monooleato
de polioxietileno sorbitol y monoestearato de po-
lioxietileno sorbitol, (B) 4cidos grasos 2-hidroxi
C10-C22 tales como el acido 2-hidroxiestearico,
(C) aceites y (D) agua, en donde la relacién A/B
estd comprendida entre 1:0,01 y 1:2.

También la patente JP 09110635 se refiere a
composiciones, utiles como productos farmacéuti-
cos, cosméticos y productos alimentarios que con-
tiene: (A) ésteres de dcido graso poliglicerilo, (B
acidos grasos 2-hidroxi C10-C22, (C) aceites y (D
agua, donde la relacién en peso de A/Cy B/C es
de 2,0 y 0,5 respectivamente, y muestra tamanos
de particula medio comprendidos entre 10 y 300
nm. Estas composiciones muestran buena esta-
bilidad incluso en condiciones acidas o de baja
viscosidad o en presencia de elevadas cantidades
de sales, siendo por tanto compatibles con la piel.

Por otro lado, este acido graso, también ha
sido empleado como inhibidor de la oleamida hi-
drolasa, accién que se asocia al efecto de in-
duccién del sueno de esta sustancia (Patentes US
6096784 y WO 9749667).

Asi, por ejemplo, la patente US 6096784 se
refiere al diseno y sintesis de inhibidores de olea-
mida hidrolasa, responsables de la hidrolisis de un
lipido (cis-9-octadecenamida) inductor del sueno.
Los inhibidores mas potentes poseen un grupo
carbonilo electrofilico capaz de formar de manera
reversible un (tio)hemiacetal o un (tio)hemicetal
para imitar el estado de transicién de una reaccién
catalizada por una proteasa de tipo cisteina o se-
rina. Ademds de la actividad inhibitoria, algunos
de los inhibidores mostraron actividad agonista lo
cual induce el suefio en animales de laboratorio.

A la vista de los antecedentes citados, no exis-
te todavia en el estado de la técnica otras aplica-
ciones relacionadas con el acido 2-hidroxioleico de
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especial interés en el campo terapéutico.
Objeto de la invencién

La presente invencién tiene por objeto encon-
trar nuevas aplicaciones del acido 2-hidroxioleico
no relacionadas con las descritas en el estado de
la técnica.

Un primer objetivo de la presente invencién
es demostrar que el acido 2-hidroxioleico posee
actividad como agente antitumoral.

Un segundo objetivo de la presente invencién
es demostrar que el acido 2-hidroxioleico posee
actividad como agente con actividad hipotensora.

Un tercer objetivo de la presente invencién es
demostrar que el acido 2-hidroxioleico posee acti-
vidad como agente que induce reduccion del peso
corporal.

En especial, es objeto de la presente invencién
demostrar que el dcido 2-hidroxioleico tiene apli-
cacion como agente regulador de la actividad de
proteinas G, asi como de las entidades molecula-
res de su via de transduccién, es decir de su ruta
de propagacién de senales.

Las aplicaciones que se describen a continua-
cién para el acido 2-hidroxioleico no han sido ci-
tadas por nadie previamente y su uso puede re-
sultar beneficioso para el tratamiento de ciertas
patologias. En particular, se ha encontrado que
el 4cido 2-hidroxioleico presenta actividad antitu-
moral, actividad hipotensora (o antihipertensora)
e induce reducciones del peso corporal.

En la presente invencion se justifican las nue-
vas aplicaciones del acido 2-hidroxioleico utili-
zando modelos experimentales, en particular sis-
temas de andlisis in vitro, sistemas de cultivos ce-
lulares y organismos vivos. Todos estos modelos
de andlisis indican, sin lugar a dudas, que el acido
2-hidroxioleico es una molécula que puede utili-
zarse para fabricar medicamentos destinados al
tratamiento del cancer, destinados al tratamiento
de enfermedades cardiovasculares y destinados al
tratamiento de sujetos con problemas de exceso
de peso u obesidad, principalmente debido a su
efecto como agente regulador de senales asocia-
das a proteinas G.

Descripcion de la invencién

En la presente invenciéon por “acido 2-hidro-
xioleico” se entiende acido a-hidroxioleico, acido
octadecenoico C18:1 cis A9 o acido cis-2-Hidroxi-
9-octadecenoico.

En la presente invencién por “Proteinas G”
se entiende proteinas fijadoras de nucleétidos de
guanina, formadas por tres subunidades (una alfa,
una beta y una gamma) que transmiten senales
de receptores acoplados a proteinas G hacia efec-
tores (adenilil ciclasa, guanilil ciclasa, fosfolipasa
C, canales i6nicos, etc.).

En la presente invencién por “efecto agudo”
se entiende el efecto que se produce en un plazo
de tiempo comprendido entre minutos y algunas
horas después de la adminsitracién de un farmaco.

En la presente invencion por “efecto crénico”
se entiende el efecto que se produce en un plazo
de tiempo comprendido entre unos pocos dias y
varias semanas después de la administracién de
un farmaco.

+ Un primer objetivo de la presente invencién es
demostrar que el acido 2-hidroxioleico posee acti-
vidad como agente antitumoral.
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En primer lugar, el ciclo celular se encuentra
regulado por factores de crecimiento que se unen
a receptores especificos de la superficie celular.
La unién de dichos factores de crecimiento con
los receptores da lugar a una cascada de reaccio-
nes destinadas a activar quinasas mitogénicas que
migran al nicleo y fosforilan proteinas. Dichas
proteinas controlan la expresion de determinados
genes que codifican para ciclinas (proteinas invo-
lucradas en la division celular) desencadendndose
la mitosis.

Los receptores especificos de la superficie ce-
lular estan acoplados a proteinas G, de manera
que cuando se da la interaccién del factor de cre-
cimiento con el receptor se activa la proteina G
desencadenandose la cascada de reacciones ante-
riormente mencionada.

Por tanto, una modulacién de la localizacién
y actividad de proteinas G permitiria controlar la
divisién y crecimiento celular.

El mecanismo asociado al efecto antitumoral
del acido 2-hidroxioleico se basa en el hecho que
el 4cido 2-hidroxioleico induce la modulacién de
la localizacion y actividad de proteinas G.

Se ha encontrado que el acido 2-hidroxioleico
actiia como inhibidor de la traslocacién de protei-
nas G al nicleo (véase figura 1). De esta manera
se consigue la inhibicién de la proliferacion celu-
lar, lo que queda confirmado por el aumento sig-
nificativo de los niveles de las proteinas p21 y p53
(aumentos superiores al 300 % en estas proteinas
antiproliferativas). Dicho efecto da lugar a la
muerte celular programada de las células tumo-
rales.

Dicha alteracién en la localizacién celular de
proteinas G induce alteraciones en su funcién, su-
periores a las producidas por el farmaco dauno-
micina, de amplia utilizaciéon en el tratamiento
del cancer, tal y como puede observarse en el en-
sayo comparativo mostrado en la figura 2. Es-
tas alteraciones activan las vias de muerte celu-
lar fisiolégica o “programada” (también conocida
como apoptosis).

Un importante regulador del ciclo celular es
la proteina p53 que ejerce un control de tipo ne-
gativo frenando la divisién celular a nivel de G1
(etapa previa a la mitosi). Esta protefna es sin-
tetizada por la propia célula en respuesta a la
aparicion o alteraciones del ADN. Si el ADN re-
plicado puede influir negativamente en las células
hijas, la proteina pb3 se activa dando lugar a la
muerte celular o apoptosis (muerte celular pro-
gramada). La activacién de dicha proteina p53
hace que se expresen otros genes que codifican
para proteinas reguladoras como la p21 y la pl6,
entre otras, que bloquean la actividad de la ciclina
cdk2 (involucrada en el proceso del ciclo celular).

En un estado de células tumorales la proteina
p53 se inactiva, produciéndose la proliferacién de
las células danadas. Sorprendentemente, la pre-
sencia del acido 2-hidroxioleico permite que la
proteina pb3 se active y, por tanto, se llega a la
muerte celular o apoptosis.

Con el fin de llevar a cabo el primer objetivo
de la presente invencion se han utilizado modelos
in vitro e in vivo. Dichos modelos han permitido
observar que el acido 2-hidroxioleico ha demos-
trado poseer una actividad antitumoral superior
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a la que presentan otros farmacos antitumorales,
como por ejemplo las antraciclinas, y por lo tanto
se trata de un compuesto de elevado interés tera-
péutico.

En modelos in wvitro e in vivo se ha podido
comprobar que por ejemplo, 200 uM de acido
oleico inducen una inhibicién del 84 % en la activi-
dad de proteinas G en células NIH 3T3, mientras
que 200 uM de daunomicina inducen una inhi-
bicién del 46 % en dicha actividad.

La efectividad antitumoral del dcido 2-hidro-
xioleico aparece en la figura 5, donde se obser-
va la desaparicion de unas metdstasis tumora-
les cerebrales, formadas a partir de un adenocar-
cinoma pulmonar, tras el tratamiento con acido
2-hidroxioleico. El tratamiento con esta molécu-
la produjo la desaparicién del cancer de pulmoén.
Estos resultados demuestran que (a) el acido 2-
hidroxioleico es una sustancia que puede ser utili-
zada para la fabricacién de un medicamento desti-
nado al tratamiento del cdncer; (b) que su espec-
tro de accién es amplio (ha sido efectivo sobre cé-
lulas leucémicas, de cdncer pulmonar y cerebral)
y (¢) que supera a otras moléculas utilizadas para
el tratamiento del cancer por su potencia antitu-
moral, por su ausencia de efectos secundarios y
por ser su administracién por via oral, aunque
también pueda realizarse por via intravenosa o
subcutanea.

+ Un segundo objetivo de la presente invencion
es demostrar que el acido 2-hidroxioleico posee
actividad como agente con actividad hipotensora.

Ademsés de la accién antitumoral, se ha po-
dido comprobar que el acido 2-hidroxioleico tam-
bién tiene un marcado efecto hipotensor, ya que
induce reducciones de las presiones arteriales sis-
télica y diastolica.

La presion arterial estd controlada por varios
sistemas de receptores acoplados a proteinas G,
tales como receptores vasopresina, adrenérgicos,
etc.

La interaccién entre las hormonas involucra-
das en el control de la presién arterial con los re-
ceptores asociados a proteinas G estimuladoras se
ve afectada por la accién del acido 2-hidroxioleico.

Dicho acido inhibe la comunicacién entre re-

ceptor, proteina G y efector. El resultado es una
alteraciéon de las senales de AMP ciclico y 6xi-
do nitrico, que da lugar a una reduccién en la
presion arterial. La mayor ventaja farmacolégica
del 4cido 2-hidroxioleico es que, a diferencia de
otros farmacos hipotensores, no tiene efectos bra-
dicdrdicos (es decir, no disminuye la frecuencia
cardiaca).
+ Un tercer objeto de la presente invencién es de-
mostrar que el adcido 2-hidroxioleico posee activi-
dad como agente que induce reduccién del peso
corporal.

Ademés de la actividad antitumoral e hipoten-
sora del acido 2-hidroxioleico, el acido 2-hidroxio-
leico induce la reduccién del peso corporal.

El peso corporal estd mediado, entre otros,
por factores como la capacidad metabdlica del in-
dividuo y el control de la ingesta.

El control de la ingesta viene determinado por
la sensacion de saciedad, la cual a su vez se re-
gula a nivel hormonal. Asi por ejemplo, la defi-
ciencia de nutrientes estimula la secreciéon de hor-
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monas que dan lugar a una sensacién de apetito.
Después de la ingesta, una vez repuesto los nu-
trientes, se estimula la secrecién de hormonas que
dan lugar a una sensacion de saciedad.

Se ha encontrado que el acido 2-hidroxioleico
produce un efecto de saciedad, facilitando el con-
trol de la ingesta de alimentos. Este control
también estd mediado por receptores acoplados
a proteinas G, como receptores de hormonas ta-
les como citoquinas, leptinas, adrenoreceptores,
etc..., y otras involucradas en el control de la in-
gesta.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la localizacion celular de
proteina Gaiz marcada con fluoresceina en astro-
citos primarios de cerebro de rata. En células
control, el marcaje indica la presencia de esta pro-
teina en toda la célula, en especial en el nicleo
(flecha). En células tratadas con 2-hidroxioleico,
el marcaje aparece en membrana y citosol, pero
no en nicleo (flecha).

La figura 2 muestra la fijacién de [>*S]GTP~S
a membranas de células NIH 3T3 transfectadas
con el adrenoceptor asa /p de rata. Este pardme-
tro mide la actividad de proteinas G. La presen-
cia de 2-hidroxioleico induce una disminucién de
la funcién de las proteinas G aun mayor que la
antraciclina daunomicina. Las antraciclinas son
potentes farmacos antitumorales, por lo que el 2-
hidroxioleico es potencialmente més eficaz ante
tumores.

La figura 3 muestra la degradacion de la Poli-
ADP Ribosa polimerasa (PARP) en células de
cédncer de pulmén humano (A549) (figura 3a) y
células de leucemia humana (Jurkat) (figura 3b:
E, etopésido; O, acido 2-hidroxioleico). La dis-
minucién de los niveles de este enzima, o la evi-
dencia de su degradacion, indican el inicio de la
apoptosis o muerte celular programada.

La figura 4 muestra el efecto del acido 2-hidro-
xioleico (O) sobre la viabilidad de células Jurkat
tras 48 h de cultivo. Dicho efecto inductor de
la muerte de células de leucemia humana es mas
pronunciado que el del etopdsido (Et), un cono-
cido agente inductor de apoptosis y farmaco an-
titumoral. El niimero de células viables se deter-
miné por citometria de flujo, utilizando 7-amino
actinomicina D como marcador y un cultivo sin
tratamiento (control, C) como patrén de referen-
cia.

La figura 5 muestra metdstasis (tumores) ce-
rebrales, formadas a partir de un adenocarcinoma
pulmonar. La imagen de la izquierda (5a) corres-
ponde a los tumores antes del tratamiento y las
de la derecha (5b y 5¢) corresponden a los tumo-
res después del tratamiento con 2-hidroxioleico.
Como se aprecia, uno de los tumores ha desapa-
recido y el otro se ha reducido a 1/8 del volumen
inicial.

La figura 6a muestra el efecto agudo (2 horas)
y crénico (3 inyecciones diarias durante 7 dias) del
acido hidroxioleico (30 mg/kg) sobre la presién
arterial sistélica en ratas Sprague-Dowley. Dosis
inferiores de esta molécula (1-10 mg/kg) produ-
jeron efectos similares, aunque menos marcados.
*P<0.01.

La figura 6b muestra el efecto del acido 2-hi-
droxioleico (30 mg/kg) sobre la presién arterial
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en humanos. *P<0.05, **P<0.01.

La figura 7 muestra el efecto del 4cido 2-hidro-
xioleico sobre el peso corporal (3 inyecciones dia-
rias de 30 mg/kg). Los animales (ratas Sprague-
Dowley) tenian acceso libre a comida y agua en
todo momento.

Ensayos experimentales
FEnsayos antitumorales

La induccién de apoptosis o muerte celular
programada, se evidencié en células de cancer hu-
manas: linea A549 de cédncer de pulmén y células
Jurkat, de leucemia humana. En estas células, el
acido 2-hidroxioleico indujo la muerte celular, lo
que indica su actividad antitumoral tal y como se
muestra en la figura 3. Mediante experimentos de
citometria de flujo, se determiné que en presencia
de acido 2-hidroxioleico la cantidad de células de
leucemia humana (Jurkat) vivas era sélo un 10 %
de las que quedaron vivas con etopédsido.

En la figura 3 puede observarse que la pre-
sencia de 2-hidroxioleico en células de cancer
de pulmén humano induce la degradacién de la
PARP (marcador de apoptosis) desde concentra-
ciones de 10 uM (107° M, “-5”) en comparacién
con las células no tratadas (control, “C”). En cé-
lulas Jurkat, concentraciones de 2-hidroxioleico
de 107> M, 107* M y 10=3 M (01, 02, O3, res-
pectivamente) también indujeron la degradacién
de la PARP (figura 3) en comparacién con las cé-
lulas control (C). Este efecto se comparé con el
producido por el farmaco antitumoral Etopdsido,
a concentraciones de 25 y 250 uM (E1 y E2, res-
pectivamente).

Estos resultados, en una serie de lineas ce-
lulares humanas de varios tipos de cancer, indi-
can que el acido 2-hidroxioleico tiene un espectro
de accién potencialmente amplio y que puede ser
aplicado a una amplia variedad de diferentes ti-
pos de cancer. En diferentes sistemas in vitro e in
vivo, el acido 2-hidroxioleico ha mostrado ser més
potente que otros farmacos antitumorales, como
la daunomicina o el etopésido (figuras 2, 3 y 4).
Ensayos hipotensores

El acido 2-hidroxioleico indujo reducciones
significativas en la presién arterial en ratas. Estas
bajadas se produjeron tanto de forma aguda (a las
2 horas del tratamiento, 1946 mm Hg, P<0,01,
n=6) como de forma crénica (1 semana, 2647
mm Hg, P<0,001, n=6). Asimismo, tratamientos
agudos y crénicos de 1 mg/kg a 10 mg/kg también
produjeron reducciones significativas de la presién
arterial y dependientes de concentracion.

Finalmente, se observé que en humanos el aci-
do 2-hidroxioleico también producia disminucio-
nes importantes de la presién arterial, véase fi-
gura 6b.

Estos datos indican claramente que el acido
2-hidroxioleico es un agente eficaz para el trata-
miento clinico/farmacolégico de la hipertensién
arterial.

Ensayos de control del peso corporal

Ademés de la actividad antitumoral e hipo-
tensora del acido 2-hidroxioleico, también se ha
constatado que induce la reduccién del peso cor-
poral.

Ratas tratadas con esta sustancia disminuye-
ron su peso corporal durante tratamientos créni-
cos (desde 5 hasta 17 dias). En estos experimen-
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tos, las ratas tratadas con el acido 2-hidroxioleico
tenian acceso libre a comida y agua, de forma si-
milar al grupo de ratas tratadas control. En estas
condiciones, las ratas experimentaron una dismi-
nucién del peso corporal progresiva a partir del
primer dia de tratamiento, hasta 17 gramos en el
séptimo dia de tratamiento (5% del peso corpo-
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ral normal de una rata de Sprague-Dowley de 2-3
meses de edad). Experimentos similares realiza-
dos en ratones adultos, durante periodos de hasta
28 dias con 500 mg/kg de dcido 2-hidroxioleico,
demuestran reducciones en el peso corporal de un
15% a un 25 %, respecto a ratones control (no
tratados).



9 ES 2 186 576 Bl 10

REIVINDICACIONES

1. Acido 2-hidroxioleico para su utilizacién co-
mo agente regulador de la actividad de protei-
nas G y de las entidades moleculares de la via de
transdyccién.

2. Acido 2-hidroxioleico para su utilizacién co-
mo agente antitumoral.

3. Acido 2-hidroxioleico para su utilizacién co-
mo agente con actividad hipotensora.

4. Acido 2-hidroxioleico para su utilizacién co-
mo agente que induce reducciones del peso corpo-
ral.

5. Utilizacion del acido 2-hidroxioleico segin
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la reivindicacién 1 y/6 2, para la fabricacién de
medicamentos destinados al tratamiento del can-
cer.

6. Utilizacion del acido 2-hidroxioleico segin
la reivindicacién 1 y/6 3, para la fabricacién de
medicamentos destinados al tratamiento de enfer-
medades cardiovasculares.

7. Utilizacion del acido 2-hidroxioleico segin
la reivindicacién 1 y/6 4, para la fabricacién de
medicamentos destinados al tratamiento de suje-
tos con problemas de peso u obesidad.

8. Utilizacion del acido 2-hidroxioleico segin
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde
dicho medicamento se administra por via oral.
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