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INTRODUCCION

La quimioterapia en enfermedades
neoplasicas ha hecho grandes avances
desde que se introdujeron los primeros
regimenes clinicamente activos en los
afnos 40; atn hoy la quimioterapia consti-
tuye la terapia de choque en aproximada-
mente el 25% de todos los pacientes de
cancer. El advenimiento de una quimiote-
rapia verdaderamente eficaz en la decada
de los 60 generd la esperanza de que la
mayoria de los tumores clinicos podrian
curarse. Sin embargo, en términos de cura
a largo plazo, los avances practicamente
se han restringido a tumores de origen
hematopoyético (ej. leucemia y linfomas).
Para los carcinomas y otros tumores no
hematogénicos las mejoras en la supervi-
vencia, medida en ciclos de 5 afos, han
sido como mucho modestas o se produje-
ron en tipos de enfermedades relativa-
mente raras como el céncer testicular y
han llegado a través de una refinada com-
binacién de protocolos de manipulacion
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hormonal. Por otro lado los tumores no
hematogénicos representan mas del 90%
del millén de nuevos casos de cancer diag-
nosticados en U.S.A. al ano. En la década
de los 80 el nimero de nuevos agentes que
presentan suficiente avance clinico como
para ser aprobados, ha disminuido dramé-
ticamente.

En la presente década ha sido descu-
bierta una nueva familia de compuestos,
las diarilsulfonilureas'* no emparentada
con los oncoliticos conocidos y que posee
un amplio espectro de actividad contra
tumores sélidos®. Methotrexate 6 5-FU
poseen un espectro de actividad claramen-
te inferior a las diarilsulfonilureas.

A diferencia de los agentes quimiotera-
péuticos antineoplasicos convencionales,
el sulofenur (primera diarilsulfonilurea en
fase clinica) en estudios clinicos en fase II
no induce alopecia, ni es mielosupresivo,
ni cardiotéxico, ni nefrotéxico. Como efec-
tos secundarios de esta familia cabe desta-
car la metahemoglobinemia, producida
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por uno de los metabolitos® y la hipogluce-
mia' que suele venir asociada a un buen
nimero de sulfonilureas. Los estudios rea-
lizados y publicados® hasta el momento
sobre el sulofenur, han demostrado que es
muy activo en cepas de linfosarcoma
(6C3HED) y mielomas de células plasmaéti-
cas (X5563), adenocarcinomas (CA755 y
C3H), carcinoma de ovario (M-5), de colon
(26), e inactivo en carcinoma de pulmén
Lewis, melanoma (B16) y leucemia linfoci-
tica (P388).

Los estudios de relacién entre la
estructura quimica de las sulfonilureas y
su actividad antitumoral realizados hasta
el momento por métodos clasicos, no han
arrojado luz sobre el mecanismo de accién
y Gnicamente han dado lugar a conclusio-
nes vagas o nulas'. Por ello, la optimiza-
cion de esta familia se realiza en la actuali-
dad de forma practicamente empirica’.

Un estudio exhaustivo de relacién
estructura-actividad en tres dimensiones
de las diarilsulfonilureas con los métodos
méas modernos, como el CoMFA®?, permite
el estudio fisico-quimico molecular en 3
dimensiones de los agentes activos, mejo-
rando considerablemente la comprensibili-
dad y aplicabilidad de los estudios de rela-
cién entre la estructura quimica de los
farmacos y su actividad. Un trabajo preli-
minar de nuestro equipo de investigaciéon®
sobre diarilsulfonilureas, ya ha demostra-
do que el método CoMFA es de gran utili-
dad en la prediccidn de la actividad antitu-
moral de este tipo de moléculas. En base a
ello, nuestra hipétesis de trabajo fue que
pueden determinarse a través de CoMFA
los requerimientos fisico-quimicos condi-
cionantes de la actividad antitumoral de
los nuevos agentes diarilsulfonilureas, con
el fin de hallar los derivados 6ptimos con
el menor nimero de efectos secundarios y
que sean clinicamente eficaces.

El objetivo principal del presente pro-
yecto es la optimizacién de las diarilsulfo-
nilureas como agentes oncoliticos. Este
objetivo general se apoya en los siguientes
objetivos secundarios:

— Parametrizacién del lugar de accién
de las diarilsulfonilureas, a través del estu-
dio de la relacién estructura quimica-acti-
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vidad antineoplasica sobre linfosarcoma
6C3HED.

- Proposicion del modelo fisicoquimico
de méaxima actividad antineoplasica.

— Sintesis y parametrizaciéon de las
moléculas 6ptimas propuestas.

- Determinaciéon experimental de la
actividad antitumoral.

MATERIAL Y METODOS

Parametrizacion

Partiendo de un estudio conformacio-
nal, y en base a los datos cristalogréficos
de algunas de las sulfonilureas mas utiliza-
das en medicina, se parametrizaron 96 dia-
rilsulfonilureas con actividad antineoplasi-
ca recogidas en la bibliografia'!, utilizando
para ello métodos semiempiricos de célcu-
lo de orbitales moleculares (OM). Una vez
parametrizadas las moléculas, se procedio
al estudio de relacién estructura quimica-
actividad biolégica (QSAR) a través de
CoMFA, con el fin de determinar las carac-
teristicas fisicoquimicas necesarias para
que estas moléculas presenten actividad
antineoplésica.

El nuevo método “Comparative Mole-
cular Field Analysis”” (CoMFA) que se ha
aplicado en el presente trabajo, es la herra-
mienta mas potente para abordar los estu-
dios de relacion estructura quimica-activi-
dad bioldgica (QSAR) con el objeto de
optimizar una serie o concluir un modelo
de receptor. Las principales caracteristi-
cas que definen este método son:

— Representacién de las moléculas en
funcién de sus campos estérico y electros-
tatico, calculados en las intersecciones de
un entramado tridimensional.

— Utilizacién de una nueva técnica de
ajuste de campos que permite un alinea-
miento Optimo entre las moléculas, mini-
mizando las diferencias entre sus campos.

— Andlisis estadistico de los parame-
tros basado en los métodos SIMCA (Soft
Independent Modelling of Class Analysis)
para variables categéricas, o PLS (Partial
Least Squares) para variables continuas,
utilizando una validacién cruzada como
medida de la capacidad predictiva.

ANALES Sis San Navarra 1999, Vol. 22, Suplemento 3




NUEVOS AGENTES ANTINEOPLASICOS: DISENO, SINTESIS Y DETERMINACION EXPERIMENTAL

— Representacion gréfica tridimensio-
nal de los resultados segan Cramer y col®.

Los resultados permiten la elaboracion
del modelo de actividad anticancerigena y
a partir de esta premisa la proposicion de
la sintesis de moléculas 6ptimas.

Como paso previo a la modelizacion
molecular de diarilsulfonilureas se llevo a
cabo la aplicacion de diversos métodos
computacionales sobre el sistema isotiazo-
lo[5,4-b]piridin-3(2H)-ona y derivados’. La
estructura, dipolos y densidades de carga
de las moléculas seleccionadas se calcula-
ron mediante programas de mecanica
molecular (SYBYL 6.1""), mecano-cuanticos
semiempiricos (MOPAC 6.0" y AMPAC
5.0) y ab-initio (GAUSSIAN 92%). Los
modelos tedricos empleados fueron: Tvi-
pos (SYBYL), MNDO, AM1 y PM3 (MOPAC),
SAM1 (AMPAC), HF/3-21G*, HF/6-31G* y
MP2/6-31G* (GAUSSIAN 92). Los progra-
mas fueron procesados en una estacion de
trabajo Iris 4D35-TG de Silicon Graphics.

Los anélisis de correlacion estadistica
y de regresion entre cualquiera de las pro-
piedades experimentales y las resultantes
de los distintos modelos teéricos se abor-
daron con el método PLS (Partial Least
Squares) incluido en el médulo QSAR del
programa Sybyl'. Este método presenta la
ventaja, frente a la regresién multiple con-

vencional, de poder abordar anélisis esta-
disticos con mayor namero de variables
independientes que de casos.

Sintesis

Las sulfonilureas se representan por la
estructura siguiente: R{-SO9-NH-CO-NH-R9

Una de las rutas sintéticas bésicas utili-
zadas para la obtencién de estos com-
puestos es la reacciéon de sulfonamidas
con arilisocianatos (Delarge", Sarges y
cols'). La sintesis de 2-[(4-clorofenilcarba-
moil) aminosulfonil]-3-piridincarboxilato
de etilo se llevd a cabo por tratamiento de
2-aminosulfonil-3-piridincarboxilato  de
etilo con 4-clorofenilisocianato en DMF, uti-
lizando NaH como base y manteniendo
atmosfera de No El rendimiento fue del
60% (Fig. 1).

Las sulfenimidas reaccionan con ariliso-
cianatos para dar sulfenilureas’. Asimismo
estd resenada en la bibliografia la sintesis
de N-aril-3-oxoisotiazolo[5,4-b]piridin-2-car-
boxamidas a partir del sistema 3-oxoisotia-
zolo[5,4-b]piridina y arilisocianatos'. La
condensacion de 1,2-dihidro-3-oxoisotiazo-
lo[5,4-b]piridina con p-clorofenilisocianato
produjo N-p-clorofenil-3-oxoisotiazolo[5,4-
b]piridin-2-carboxamida con rendimiento
del 90% (Fig. 1).
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Figura 1.  Sintesis de los compuestos propuestos 1 y II.
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Determinacion de la actividad antitu-
moral in vitro

Para estudiar la posible actividad inhibi-
dora del crecimiento tumoral de los pro-
ductos sintetizados realizamos una serie de
experimentos en los que diferentes lineas
de células tumorales se incubaron en pre-
sencia de estos productos. A continuacion
comparamos mediante un ensayo de citoto-
xicidad el crecimiento de estas células con
el de otras incubadas en ausencia de pro-
ductos.

Los estudios de citotoxicidad se reali-
zaron sobre cinco lineas celulares de ori-
gen tumoral: HT29, HTB54, K562, MI13443,
CCRF-CEM, representativas de cinco tipos
de cancer humano (Tablal). Cada linea
celular fue cultivada en frascos de 75 cm?

Tabla 1.

(j OOCHQCHg
SOQNHCONH—Q

en medio RPMI 1640 suplementado con
100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de
estreptomicina, L-glutamina 2mM. La con-
centracién de suero bovino fetal fue del 5%
excepto en el caso de la linea CCRF-CEM,
que necesité un 20% de suero para crecer
de forma adecuada. Los cultivos se realiza-
ron en incubador a 37°C y en atmosfera
humidificada conteniendo un 5% de COs.
Las células se mantuvieron en crecimiento
exponencial mediante la realizacion de
subcultivos dos veces por semana. En el
caso de las lineas de células adherentes
(HT29, HTB54 y MI13443) se empleé una
solucion de 0,05 % de tripsina- EDTA (3 ml
por cada frasco) para soltarlas del plasti-
co, siendo la tripsina neutralizada a conti-
nuacion mediante la adicion de 10 ml de
medio completo.

Crecimiento celular (%) a diferentes concentraciones de los productos.

(I1)
Conc. HT29 HTB54 MI13443 K562  CCRFCEM
(M) Media S.D Media S.D Media S.D Media S.D  Media S.D
1,0E-04 78,07 812 71,83 597 72,14 2,98 4279 6,23 -61,11 0,24
I 1,0E-05 109,92 5,15 86,75 10,35 109,09 2,90 66,63 8,13 2297 4,42
1,0E-06 108,42 2,87 101,45 2,18 104,01 4,58 7429 4,32 9896 0,06
1,0E-07 111,04 2,76 100,00 6,80 108,65 6,84 57,15 3,74 94,27 5,70
1,0E-08 109,98 5,16 117,40 3,45 101,27 3,98 58,00 7,68 90,65 1,14
1,0E-04 60,81 4,17 -20,30 1,97 9,23 1,01 -54,90 0,87 -62,50 0,46
1,0E-05 9589 9,26 76,38 11,49 64,41 330 24,34 160 2744 441
I 1,0E-06 113,53 9,08 109,95 4,76 93,77 1,23 6579 3,23 46,13 9,44
1,0E-07 10549 854 113,31 2,60 9464 1,23 89,54 5,09 46,71 780
1,0E-08 97,70 3,73 113,01 0,43 94,64 2,87 62,40 10,10 102,94 10,20

El efecto citotéxico de cada producto
debia ser ensayado a cinco dosis dife-
rentes entre 10* a 10® M. Para ello cada
producto se disolvio inicialmente en
DMSO a una concentracion 0,1 M, y pos-
teriormente se realizaron diluciones
seriadas con medio de cultivo hasta
obtener soluciones de concentracién
100 veces superior a cada una de las
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dosis finales que se proyectaba ensayar.
Estas alicuotas fueron guardadas hasta
la realizaciéon de cada experimento a -
20°C. Experimentos preliminares demos-
traron claramente que las pequefas can-
tidades de DMSO anadidas junto con
cada producto a los cultivos celulares
no tenian efecto alguno sobre el creci-
miento de las células.
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Las células de cada linea, procedentes
de un cultivo en crecimiento exponencial,
fueron retiradas de los frascos (empleando
la solucién de tripsina antes citada en el
caso de células adherentes), centrifugadas
a 1200 r.p.m. durante 5 min, resuspendidas
en un pequefio volumen de medio comple-
to y contadas con un hemocitémetro en el
microscopio invertido. (Tabla 2).

Tras el recuento, se anadio el volumen
de medio necesario para obtener una den-
sidad celular apropiada (diferente para
cada linea celular), y a continuacién se
colocaron 100 ml de esta suspension de
células en cada pocillo de placas de micro-

cultivo de 96 pocillos (de fondo plano en el
caso de células adherentes, de fondo en U
en el caso de células no adherentes). El
numero dé células por pocillo que resulta-
ba adecuado para cada linea celular fue
determinado en experimentos prelimina-
res. En ellos estudiamos la relacién entre el
nimero de células colocado inicialmente
en los pocillos y la absorbancia que se
obtiene en el ensayo final con MTT, y
determinamos en qué rango esta relacion
era lineal. El nimero de células escogido
en cada caso se encontraba dentro de este
rango, siendo lo mas elevado posible para
aumentar la sensibilidad del método.

Tabla 2. Relacion del niimero de células por pocillos de cada tipo de tumor.

Linea celular Tipo de tumor N de células iniciales por pocillo
HT-29 Carcinoma de colon 10000
HTB-54 Carcinoma de pulmén 10000
MI13443 Melanoma 10000
K-562 Leucemia mieloblastica 5000
CCRF-CEM Leucemia linfoide 40000

A continuacién se afiadio a cada pocillo
100 ml de medio con el producto en estu-
dio 0 100 ml de medio completo para los
pocillos control y “tiempo cero”, de modo
que el volumen final fue de 200 ml. Los
ensayos se realizaron por cuadruplicado.
Las células preparadas para calcular la
absorbancia a “tiempo cero” se colocaron
en una placa aparte y el ensayo colorimé-
trico de MTT para estas células se llevo a
cabo a continuacién. El resto de las placas
fueron incubadas durante 3 dias a 37°C y
en atmosfera humidificada conteniendo un
5% de CO9, procediendo posteriormente al
ensayo colorimétrico.

La actividad inhibidora del crecimiento
tumoral fue estudiada mediante un micro-
ensayo colorimétrico de citotoxicidad
basado en el empleo del Bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo
(MTT)®. Las células vivas y metabolica-
mente activas son capaces de reducir el
MTT, de color amarillo en solucién, a for-
mazan, compuesto insoluble que precipita
en forma de cristales de color azul oscuro.
Esta reaccién esta catalizada por la succi-
hato deshidrogenasa mitocondrial, y la
Cantidad de producto formado puede ser
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facilmente cuantificada utilizando un lec-
tor de placas de ELISA. Esto permite esti-
mar el nimero de células vivas y activas
que existe en un cultivo realizado en pre-
sencia de un producto cuyo efecto se quie-
re estudiar.

Una vez transcurridos los 3 dias de
incubacién (o el primer dia en el caso de la
placa “tiempo cero”) afadimos 50 ml de
soluciéon de MTT disuelto en medio de cul-
tivo a cada uno de los pocillos con células
y las incubamos en la estufa de cultivo
durante 4 horas permitiendo a las células
vivas metabolizar el MTT a formazan. A
continuacion el sobrenadante es aspirado
en un aparato lavador de placas programa-
do de forma que sélo quede un pequefio
volumen de medio en cada pocillo, de
unos 10 ml aproximadamente. En el caso
de las lineas celulares de crecimiento en
suspension las placas fueron centrifugadas
previamente a 1500 r.p.m. durante 3 minu-
tos para evitar que las células fueran suc-
cionadas con el medio. Posteriormente
anadimos 150 ml de DMSO que disuelve
los cristales de formazan. Las placas se
agitaron mecénicamente durante unos
minutos para facilitar la disolucién del for-
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mazan y obtener una coloracion homogeé-
nea, y la lectura se llevo a cabo en un lec-
tor de placas de ELISA a una longitud de
onda de 550 nm, sustrayendo el valor obte-
nido a 630 nm para retirar ruido de fondo.

Con la absorbancia obtenida en cada
pocillo de células incubadas con un pro-
ducto a una determinada dosis (4,) se
obtuvo el % de crecimiento de esa muestra
de células respecto al control aplicando
las f6rmulas:

A, — A
Si A0, 7 S—
Ac - A'ro
A, —A
SiAu<0, Po=-——M10
Ay

Donde A, es la absorbancia media de
las células control incubadas en ausencia
de producto, y Ay la de las células a tiem-
po cero, determinada en el momento de la
inoculacién, tres dias antes.

Adicionalmente se calcularon los
siguientes parametros de citotoxicidad:

Gl (Concentracién de producto que
provoca la inhibicién del 50% del creci-
miento celular)

TGI (Inhibicién total del crecimiento)

LCs( (Concentracion del compuesto que
provoca la muerte del 50% de las células).

RESULTADOS

Modelo de actividad antineoplasica

Fl analisis SIMCA establece un modelo
de actividad antineoplasica para las arilsul-
fonilureas donde el grupo Ry debe ser un
sistema arflico, esencialmente plano y lipofi-
lico. La actividad antitumoral aumenta cuan-
do los sustituyentes sobre un sistema fenili-

O COOCH;CHj
SOQNHCONH@

Figura 2. Piridinsulfomlureas Iyl
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co, tomado como nicleo basico en Rl, crean
potencial electrostético positivo alrededor
de su posicion meta y potencial electrostati-
co negativo alrededor de su posicion para.
El grupo Ry debe ser también esencialmente
plano, preferentemente un sistema arilico.
Las interacciones estéricas de sistemas feni-
licos 3 y/o 4 sustituidos, tanto en Ry como
en Ry, son favorables para presentar activi-
dad. Sin embargo, los sustituyentes fenilicos
tienen limitado su tamafio en alrededor de 8
A medidos desde el puente sulfonilurea
hacia su direccién para y en alrededor de
7,5 A medidos desde el puente sulfonilurea
hacia su direccién meta. A diferencia de Ry,
para que se presente actividad los sustitu-
yentes en meta y para de Ry no pueden
estar enlazados entre si.

R}-509-NH-CO-NH-Ry

Entre los posibles nuevos derivados se
eligid el sistema piridinico (C5HgN) como
Ry porque cumple las condiciones de tama-
no y planaridad del modelo y ademas mime-
tiza las bases piricas y pirimidinicas de los
acidos nucléicos. Adicionalmente se intro-
dujo un grupo carboxilato de etilo (COOEL)
para ocupar la posicion orto, dado que este
grupo aumenta la facilidad de transporte de
los sistemas heterociclicos a través de las
membranas biolégicas®.

Férmula:

En funcién de las justificaciones ante-
riores y del modelo elaborado, se propuso
la sintesis de la piridinsulfonilurea I. Adi-
cionalmente, mostraban particular interés
las proto-sulfonilureas ciclicas del tipo de
N-aril-3-oxoisotiazolo[5,4-b]piridin-2-car-
boxamidas puesto que podian permitir
fijar conformacionalmente el modelo. El
carbonilo en posicién 3 mimetiza el grupo
S04 de las sulfonilureas que fija la confor-
macion del anillo arilico Ry. Por lo tanto se
propuso la sintesis de 2-(4-clorofenil)ami-
nocarbonil-3-oxoisotiazolo[5,4-b]piridina Il
correspondiente a la reduccion y ciclaciéon
de la sulfonilurea I (Fig. 2).

RO

(In)
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Establecido el modelo de actividad y
sintetizadas las moléculas propuestas
segin material y métodos, se llevé a cabo
la determinacién de la actividad antitumo-
ral in vitro por el método descrito en el
apartado anterior.

En la tabla 1 se detallan los crecimien-
tos celulares (% respecto al control,
media=S.D.) en las lineas HT29 (colon),
HTB54 (pulmén), MI13443 (melanoma),
K562 (leucemia) y CCRF-CEM (leucemia)
para los nuevos productos ensayados. La
tabla 2 refleja los datos de citotoxicidad.

DISCUSION

La sulfonilurea 2-[(4-clorofenilcarba-
moil)aminosulfonil]-3-piridincarboxilato
de etilo I propuesta por el modelo de acti-
vidad antineoplasica deducido en este pro-
yecto, ha resultado ser tan activa como la
sulfonilurea mas activa in vitro frente a la
leucemia linfoide (CCRF-CEM) publicada
hasta la fecha. Dicha linea celular es el
nexo de union entre los resultados de este
trabajo y los publicados anteriormente
para las diarilsulfonilureas'”.

Tabla 2. Citotoxicidad (pM) de los compuestos [ y II.

[

I

Lineas Glsq TGI LCsq Glsg TGI LCs
HT29 >100 >100 >100 >100 >100 >100
HTB54 >100 >100 >100 18 61 >100
MI13443 >100 >100 >100 18 >100 >100
K562 14 46 >100 2,3 20 86
CEM 4,3 18 73 1,0 18 73

Como puede observarse en la tabla 2 la
dosis necesaria del compuesto I para inhi-
bir el crecimiento celular de la linea celular
CCRF-CEM hasta el 50% respecto al control
(Gl5q) fue de 4,3 mM, al igual que las mas
activa publicada anteriormente [N*-(3,4-
diclorofenil)-N-(fenilsulfonil)urea]'.

Frente a la linea de leucemia mieloblas-
tica (K562) la actividad de I disminuye
apreciablemente, v queda s6lo como acti-
vidad residual frente al melanoma
(MI13443) y los carcinomas de colon
(HT29) y pulmon (HTB54).

La conversién de una cadena abierta a
otra ciclica, como la isotiazolo[5,4-b]piridi-
na Il ha conducido a una mayor actividad
frente a CEM (Glg( de 1,0 mM), siendo tam-
bién activa frente al melanoma (MI13443) y
el carcinoma de pulmén (HTB54).

La mayor actividad del sistema ciclico
Il parece indicar que el sistema arilico R;
adopta preferentemente una conformacién
bisectriz del grupo SO9 a pesar de un coste
€nergético moderado. Tampoco puede
descartarse con los datos actuales, que
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ambas moléculas actien sobre receptores
diferentes.

A tenor de los resultados anteriores la
2-(4-clorofenil)aminocarbonil-3-oxoisotia-
zolo[5,4-b]piridina Il puede ser un excelen-
te cabeza de serie para un estudio de desa-
rrollo posterior que en estos momentos se
esta abordando.

Del presente trabajo se concluye que:

- Se ha parametrizado el lugar de
accion de las sulfonilureas sobre el linfo-
sarcoma 6C3HED, que es extrapolable a los
resultados in vitro sobre la linea celular
leucemia linfoide CCRF-CEM. Sobre la base
estructural R;-509-NH-CO-NH-R9 ha podi-
do concluirse que el fenémeno de trans-
porte de las moléculas hacia el lugar de
accién es irrelevante en la actividad. Sin
embargo el acoplamiento sustrato-recep-
tor si parece estar gobernado por interac-
ciones hidrofébicas, electrostaticas y esté-
ricas.

- El anélisis 3D-QSAR ha establecido un
modelo de actividad antineoplasica para
las sulfonilureas.
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— A tenor del modelo anterior se pro-
pone como molécula 6ptima la diarilsulfo-
nilurea 2-[(4-clorofenilcarbamoil)amino-
sulfonil]-3-piridincarboxilato de etilo 1 y
como molécula de interés la estructura
ciclica relacionada 2-(4-clorofenil)amino-
carbonil-3-oxoisotiazolo[5,4-b]piridina IL

— Se han sintetizado las moléculas pro-
puestas (I y II) por los modelos de activi-
dad, y se ha realizado la parametrizacién
del sistema ciclico.

— Se ha determinado la actividad antitu-
moral in vitro de las moléculas propuestas
sobre cinco lineas celulares de origen tumo-
ral humano: HT29 (carcinoma de colon),
HTB54 (carcinoma de pulmoén), MI13443
(melanoma), K562 (Jeucemia mieloblastica)
y CCRF-CEM (leucemia linfoide).

— La sulfonilurea I ha resultado tan
potente frente a la cepa CCRF-CEM como la
sulfonilurea publicada ' mas activa. Dicha
linea celular es el nexo de unién entre los
resultados aqui recogidos y los publicados
anteriormente para las diarilsulfonilure-
as'. El compuesto I ha dado mejores
resultados frente a 4 de las cinco lineas
celulares ensayadas.
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