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DESCRIPCION

Composicién que comprende silibinin y un inhibidor de la via PI3K/Akt para el tratamiento del cancer.

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina, y refiere a una composicién que comprende
silibinin y un inhibidor de Akt para el tratamiento del cancer.

Estado de la técnica anterior

La hipoxia es una caracteristica comtin de la mayoria de los tumores s6lidos. A medida que las células tumorales
proliferan, la demanda de nutrientes y oxigeno crece hasta el punto en el que la difusiéon de oxigeno desde los vasos
sanguineos se hace limitante, dando lugar a hipoxia. Las células cancerigenas se adaptan a este ambiente hipdxico a
través de la activacién de un numero de vias celulares que estimulan la glicolisis, la proliferacién, la sobre-regulacién
de numerosos factores de supervivencia, y la neovascularizacién (angiogénesis). Estos procesos proveen al tumor de
energia suficiente y de suplemento de sangre para permitir el crecimiento bajo condiciones de hipoxia.

El principal regulador transcripcional de la respuesta a hipoxia es el HIF-1 (hypoxia-inducible factor I), que juega
un papel central en el crecimiento tumoral y en la angiogénesis. HIF-1 es un factor transcripcional heterodimérico
formado por las subunidades HIF-1a y HIF-185. HIF-1p se expresa constitutivamente y sus niveles no son afectados por
cambios en la pO,. Por el contrario, HIF-1a es degradado rdpida y continuamente por el sistema ubiquitin-proteasoma
tras su unién a la proteina de von Hippel-Lindau (pVHL), en un proceso que depende de la hidroxilacién de los
residuos de prolina 402 y 564 por una familia de enzimas conocidas como prolil-4-hidroxilasas que son dependientes
de O,, hierro y oxoglutarato. Bajo condiciones de hipoxia, la hidroxilacién de HIF-1e esté inhibida, lo que conduce a
un incremento de la estabilidad de HIF-1a. Aunque la inhibicién de las prolil-hidroxilasas en hipoxia es reconocido
como el mecanismo primario de la acumulacién de HIF-1a, se hace evidente que la expresion de HIF-1a también
depende de su tasa de sintesis de novo. Algunos factores de crecimiento, citoquinas, y otras moléculas sefializadoras
pueden estimular la sintesis de proteina de HIF-1 « a través de la activacion de la via fosfatidilinositol-3-quinasa
(PI3K)/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR regula la traduccién de proteinas a través del incremento
de la fosforilacién de sus efectores p70S6K (ribosomal protein S6 kinase) y rpS6 (ribosomal protein S6), lo que da
lugar al incremento de la traduccion de mRNAs que contienen secuencias 5’-terminal TOP (oligopyrimidine tract) en
sus 5°-UTR. mTOR también fosforila el factor 4E-BP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein-1),
que resulta en la activacién de elF4E (eukaryotic initiation factor 4E) e induce la traduccidn cap-dependiente. Datos
recientes sugieren que la actividad de mTOR es necesaria para la expresion de HIF-1a independientemente de las
condiciones de oxigenacion celular.

El silibinin es un flavonoide antioxidante aislado de Silybum marianum L. Gaertn., que se usa en clinica por sus
propiedades hepatoprotectivas y como agente antihepatotoxico para el tratamiento de varias enfermedades hepaticas,
vendiéndose también como un suplemento dietético. Recientemente, se han comprobado sus efectos preventivos, anti-
proliferativos y pro-apoptéticos en varias células cancerosas, fundamentalmente en el cancer de piel, mama, pulmén,
colon, pancreas y préstata. Se han propuesto varios mecanismos de accion de silibinin, como la inhibicién de la sin-
tesis de ADN, del crecimiento celular por arresto en la fase GO/G1 6 G2, o mediante un incremento moderado de
la expresion de IGFBP-3 (insulin-like growth factorbinding protein-3), lo que puede tener un efecto inhibitorio en la
accion mitogénica de IGF-1. Estudios recientes parecen demostrar que el silibinin inhibe la angiogénesis a través de
la regulacion a la baja de la via Akt y NF-«B (Mallikarjuna et al., 2004. Cancer Res. 64: 6349-6356). Sin embargo, no
se conoce con exactitud el mecanismo molecular por el que el silibinin ejerce sus efectos antitumorales.

Datos recientes han mostrado que la proteina quinasa mTOR puede formar dos complejos multiproteicos que
regulan diferentes aspectos de la sefializacién de mTOR: el Complejo mTOR 1 (mTORCI1) y el Complejo mTOR 2
(mTORC?2).

El complejo mTORC1 se compone de mTOR, raptor (regulatory-associated protein of mTOR), y mLST8, y regula
el crecimiento y la proliferacién celular modulando procesos tales como la biogénesis ribosomal y la traduccién
de proteinas a través de sus efectores p70S6K, rpS6 y 4E-BP1. Notablemente, ademds de su papel en promover
la traduccién de proteinas, se ha visto que p70S6K reprime la via PI3K/Akt inhibiendo la expresién IRS1 (insulin
receptor substrate-1) e IRS2 (Manning 2004. J Cell Biol 167:399-403).

El complejo mTORC2 contiene mTOR, rictor (rapamycin insensitive companion of mTOR), mLST8, y mSinl
(Guertin & Sabatini 2007. Cdncer Cell 12:9-22), y trabajos recientes han demostrado que mTORC?2 induce la actividad
de Akt mediante la fosforilacidn directa de la Ser*”? (Sarbassov et al., 2005. Science 307:1098-10101).

Asi pues, la activacién de la via mTORCI suprimiria la sefializacién de PI3K/Akt, mientras que la inhibicién
mTORCI activaria Akt mediante el feed-back negativo producido por p70S6K. Se acepta que la rapamicina y sus and-
logos son inhibidores universales de mMTORCI (y de p70S6K), mientras que son inhibidores de mTORC2 dependiendo
del tipo celular, y asi de Akt (Sabatini 2006. Nat Rev Cdncer 6:729-734).

En base a este mecanismo, las células tumorales en las que la inhibicién de mTOR da lugar a la desactivacién de
Akt serfan aquellas en las que se expresa un complejo mTORC?2 sensible a rapamicina, mientras que las células en
las que Akt es activado o no afectado por los inhibidores de mTOR podrian ser aquellas que expresan un complejo
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mTORC?2 insensible a rapamicina, como se ha demostrado en las células HeLa (Sarbassov et al., 2006. Mol Cell
22:159-68).

Descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un tratamiento ttil para el cdncer, especialmente para aquellos tipos de cdncer
en los que el silibinin activa indirectamente la via PI3K/Akt, mediante la administracién de silibinin y un inhibidor de
la via PI3K/Akt.

Los autores de la presente invencién han demostrado que silibinin inhibe la acumulacién de HIF-1« inducida por
hipoxia en varias lineas celulares. Asimismo, los autores describen que silibinin reprime la actividad de mTOR y de
sus efectores p70S6K, rpS6 y 4E-BP1, incrementando la fosforilacién de Akt, y que el empleo combinado de silibinin
con inhibidores de la via PI3K/Akt tiene un efecto sinérgico en el tratamiento de determinados tipos de cdncer, al
impedir la activacién de PI3K/Akt que produce silibinin en determinados tipos de células.

De esta manera, composiciones farmacéuticas que comprendan el silibinin y un inhibidor de la via PI3K/Akt son
més utiles en aquellos tipos de cancer en los que silibinin produce una activacion de la via PI3K/Akt.

Asi, un primer aspecto de la invencion se refiere a una composicion, de ahora en adelante composicion de la
invencién, que comprende silibinin y un inhibidor de la via PI3K/Akt. Otro aspecto de la invencién se refiere al uso
de la composicion de la invencién como medicamento.

El Silibinin (INN International Nonproprietary Name), también conocido como silibin, es el constituyente acti-
vo principal del silimarin, la mezcla de flavolignanos extraidos del Silybum marianum. Tienen como férmula qui-
mica IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) 3,5, 7-trihydroxi-2-(3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-
2-(hidroximetil)-2,3 dihidrobenzo[b] [1,4]dioxin-6-il)croman-4-ona. Por silibinin, en esta memoria, se entiende tan-
to el silibinin en si como cualquiera de sus derivados, sales, profarmacos, o andlogos, o cualquiera de sus combina-
ciones.

La via PI3K/Akt ha sido ampliamente estudiada y ha sido reconocida como una diana prometedora para las te-
rapias anticancerigenas puesto que su activacién es un evento celular clave durante la tumorigénesis. Una vez que
las quinasas PI3K y Akt se han activado bajo el estrés apoptdtico, se traducen sefiales a una serie de reguladores
vias abajo. Entre los inhibidores de PI3K se encuentran el LY294002 (CAS 154447-36-6) y el Wortmannin (CAS
19545-26-7), y entre los inhibidores de Akt, el Triciribine (API-2, NSC-154020, TCN, Akt inhibitor V; CAS 35943-
35-2), A-443654 (imidazole-pyridine based), KP372-1, Akt Inhibitor II (SH-5), Akt Inhibitor ITII (SH-6), Akt Inhibi-
tor IV (CAS 681281-88-9), Akt Inhibitor VIII, Isozyme-Selective, Akti-1/2 (sal hidratada de trifluoroacetato del,3-
Dihidro-1-(1-((4-(6-fenil-1H-imidazo[4,5-g]quinoxalin-7-il)fenyl)metil)-4-p;peridinil )-2H-benzimidazol-2-ona), Akt
Inhibitor X (CAS 925681-41-0).

Por tanto, en una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el inhibidor de Akt se selecciona de la
lista que comprende: 1.Y294002, Wortmannin, Triciribine (API-2, NSC-154020, TCN, Akt inhibitor V), A-443654
(imidazole-pyridine based), KP372-1, Akt Inhibitor IT (SH-5), Akt Inhibitor IIT (SH-6), Akt Inhibitor IV, Akt Inhibitor
VIII, Isozyme-Selective, Akti-1/2, Akt Inhibitor X. En una realizacién particular de este aspecto de la invencion, el
inhibidor de la via PI3K/Akt es el LY294002.

En la composicién de la invencidn el silibinin tiene un efecto inhibidor de mTOR, 1til en el tratamiento del cdncer, y
a la vez los inhibidores de la activacion de la via PI3K/Akt son ttiles en aquellos tipos de cdncer en los que el silibinin,
al igual que otros inhibidores de mTOR, activan dicha via. Tal y como se demuestra en los ejemplos, el empleo
combinado del silibinin con el inhibidor de la via PI3K/Akt empleado (LY294002) da lugar a un efecto sinérgico en
determinadas lineas celulares tumorales.

Asi pues, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicidn de la invencién para la elaboraciéon de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los tipos de cancer se seleccionan de la lista que
comprende: cdncer cervical, cdncer gastrointestinal o cancer hepético. En una realizacion particular de este aspecto de
la invencion, el cancer es cancer cervical.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una preparacién combinada de, al menos, silibinin y un inhibidor de la
ruta PI3K/Akt, de ahora en adelante preparacién combinada de la invencidn, para su uso por separado, simultidneo 6
secuencial en el tratamiento del cancer.

Los autores de la presente invencién han demostrado que el silibinin actia como anticancerigeno inhibiendo
mTOR, y puesto que la funcién de mTOR y su regulacién por la via PI3K/Akt es tumor especifica, el tratamiento
del cancer con silibinin, en ocasiones, activa la via PI3K/Akt. La activacion de la via PI3K/Akt es necesaria para la di-
ferenciacion celular, y probablemente tiene una gran relevancia a nivel fisiolgico, puesto que acopla procesos vitales
como son la diferenciacién y la supervivencia celular.
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Por tanto, la combinacién del silibinin con un inhibidor de la via PI3K/Akt incrementa sinérgicamente la respuesta,
como se muestra en los ejemplos de la invencidn, no representando un mero agregado de agentes conocidos, sino una
nueva combinacién que proporciona un nuevo tratamiento efectivo frente al cancer.

El silibinin y el inhibidor de PI3K/Akt podrian administrarse a un paciente por separado, de manera simultdnea o
secuencialmente, dependiendo de la pauta de administracién més adecuada a cada caso. Dicha preparacién combinada
de silibinin y un inhibidor de la ruta PI3K/Akt por separado, de manera simultdnea o secuencial seria 1util en la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

Debe enfatizarse que el término “preparaciéon combinada” o también denominada “yuxtaposicién”, en esta memo-
ria, significa que los componentes de la preparacion combinada no necesitan encontrarse presentes como union, por
ejemplo en una composicion, para poder encontrarse disponibles para su aplicacién separada o secuencial. De esta
manera, la expresion “yuxtapuesta” implica que no resulta necesariamente una combinacién verdadera, a la vista de la
separacion fisica de los componentes.

Una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn, la preparacién combinada de la invencién se usa para el
tratamiento de una serie de cdnceres que se seleccionan de la lista que comprende: cdncer cervical, cdncer gastrointes-
tinal y cdncer hepatico. En una realizacion particular, el cdncer es cancer cervical.

En los ejemplos de la presente invencién se recoge como, mientras que la activacién de Akt en la linea celular HeLa
aumenta con la dosis de silibinin administrada, en determinadas lineas celulares (AGS y Hep3B) concentraciones de
silibinin superiores a 250 uM pueden inhibir la activacién de la via Akt, y en otras lineas celulares (PC-3) no se
produce nunca la activaciéon de Akt. Ademads, se ve como en todas las lineas celulares ensayadas, la inhibicién de la
produccién de VEGF es mayor a concentraciones de silibinin superiores a 250 uM y ain mayor a 500 uM. Y atin mds,
cuando se ha ensayado la inhibicién de la proliferacion celular se ha visto que en todos los casos la proliferacién se
inhibe desde concentraciones bajas, pero en el caso de las lineas celulares de cancer cervical y gdstrico, la inhibicién
de la proliferacién es notablemente mayor a concentraciones superiores a 250 uM.

Por tanto, el tratamiento con silibinin en la mayorfa de los tipos de cancer (a excepcién del cancer de prdstata)
serd mds efectivo si se administra al paciente dosis elevadas del mismo, que permitan alcanzar concentraciones en las
células superiores a 250 4M, y mds atn preferiblemente, de 500 uM.

Asi, otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del silibinin en la proporcidn necesaria para alcanzar concentra-
ciones celulares superiores a 250 uM, para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento del cincer. En una
realizacién preferida de este aspecto de la invencidn el cancer se selecciona de la lista que comprende: cancer cervical,
céncer gastrointestinal y cancer hepatico. En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el silibinin se
encuentra en proporciones que permiten alcanzar concentraciones celulares superiores a 500 M.

La proporcién de silibinin necesaria para alcanzar dichas concentraciones celulares dependera de la formulacién
del medicamento, de los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptados que permitan una liberacién adecuada
del silibinin. Métodos de formulacién adecuados son conocidos en el estado de la técnica.

En esta memoria se entiende por “cdncer” un conjunto de enfermedades en las cuales el organismo produce un ex-
ceso de células malignas (también conocidas como cancerigenas o cancerosas), con rasgos tipicos de comportamiento
y crecimiento descontrolado (crecimiento y divisiéon mds alld de los limites normales, invasion del tejido circundante y,
a veces, metastasis). Comprende cualquier enfermedad de un 6rgano o tejido en un mamifero, preferiblemente el hom-
bre, caracterizado por una multiplicacién pobremente controlada, o descontrolada, de células normales o anormales en
dicho tejido, y su efecto en la totalidad del cuerpo. El término cdncer, dentro de esta definicién, incluye las neoplasias
benignas, displasias, hiperplasias, asi como neoplasias que muestran metéstasis, o cualquier otra transformacién como
por ejemplo, leucoplasias que a menudo preceden al brote del cancer. Las células y los tejidos son cancerosos cuando
crecen y se replican mas rdpidamente de lo normal, desplazdndose o dispersandose en el tejido sano circundante o
cualquier otro tejido del cuerpo, lo que se conoce como metastasis, asume formas y tamafios anormales, muestra cam-
bios en su ratio nucleocitoplasmatico, policromasia nuclear, y finalmente cesa. Células y tejidos cancerosos pueden
afectar al cuerpo como un todo causando sindromes paraneopldsicos, o si el cancer ocurre en un érgano o tejido vital,
siendo interrumpida o dafiada su funcién normal, con posibles resultados fatales. El resultado final de la evolucién
de un céncer que involucra un érgano vital, ya sea primario o metastitico, es la muerte del mamifero afectado. El
céncer tiende a extenderse, y su grado de extension se relaciona normalmente con cambios en la supervivencia a la
enfermedad.

Generalmente se dice que el cancer se encuentra en uno de tres estados de crecimiento: temprano o localizado,
cuando el tumor atin se encuentra confinado en el tejido de origen, o en su localizacién primaria; extension directa,
cuando las células cancerigenas del tumor han invadido el tejido adyacente o se ha extendido tinicamente a los nédulos
linfaticos regionales; o metdstasis, cuando las células cancerosas han migrado a partes distantes del cuerpo desde la
localizacién primaria, por medio del sistema circulatorio o linfético, y se ha establecido en localizaciones secundarias.

Se dice que un cancer es maligno por su tendencia a causar la muerte si no es tratado. Los tumores benignos,
usualmente no causan la muerte, aunque pueden hacerlo si interfieren con la funcién normal del cuerpo por sus carac-
teristicas o localizacion, tamafio o efectos paraneopldsicos. Aqui los tumores malignos caen dentro de la definicién de
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céncer dentro del dmbito de esta definicién también. En general, las células cancerosas se dividen a una tasa mayor
que las células normales, pero la distincion entre el crecimiento de los tejidos cancerosos y normales no es tanto que la
divisién celular sea mucho mds rapido, como la pérdida parcial o completa de detener su crecimiento y de diferenciarse
en un tejido util y limitado, del tipo que caracteriza el equilibrio funcional de crecimiento del tejido normal. El tejido
canceroso puede expresar ciertas moléculas receptoras y probablemente estdn influenciadas por la susceptibilidad e
inmunidad, y se sabe que ciertos cdnceres de la prostata y de mama, por ejemplo, dependen de ciertas hormonas.
El término “cdncer” en esta memoria, no se limita simplemente a neoplasias benignas, sino que comprende también
otras neoplasias benignas o malignas como: 1) Carcinoma, 2) Sarcoma, 3) Carcinosarcoma, 4) Canceres de los tejidos
formadores de sangre, 5) tumores de tejidos nerviosos, incluyendo el cerebro, 6) cancer de células de la piel.

El carcinosarcoma ocurre en los tejidos epiteliales, que cubren la cara externa del cuerpo (la piel) y las membranas
mucosas y la cavidad interna de la estructura de los 6rganos, tales como las mamas, el pulmon, el tracto digestivo y
gastrointestinal, las gldndulas endocrinas, y el sistema genitourinario. Los elementos ductales o glandulares pueden
persistir en los tumores epiteliales, asi como en los adenocarcinomas, como por ejemplo, el adenocarcinoma de ti-
roides, el adenocarcinoma géstrico, el adenocarcinoma uterino. Canceres del epitelio de células pavimentadas de la
piel y de ciertas membranas mucosas, como por ejemplo, cancer de lengua, labios, laringe, vejiga urinaria, cerviz
uterina, o pene, puede ser denominado carcinoma epidermoide o de células escuamosas de los tejidos respectivos, y
se encuentran también dentro de la definicién de cdncer en esta memoria.

El sarcoma se desarrolla en los tejidos conectivos, incluyendo el tejido fibroso, adiposo, el musculo, los vasos
sanguineos, hueso, y el cartilago como por ejemplo el sarcoma osteogénico, liposarcoma, fibrosarcoma, y el sarcoma
sinovial.

Los carcionosarcomas se desarrollan tanto en el tejido epitelial como en el conectivo. El cdncer puede ser primario
o secundario. Primario indica que el cancer se ha originado en el tejido que se ha encontrado, en lugar de haberse
establecido tras metdstasis desde otra region.

El céncer y las enfermedades tumorales, pueden ser también benignos o malignos, y pueden afectar a las estructuras
anatémicas del cuerpo de un mamifero. Por ejemplo, pero sin limitarnos, pueden ser:

I) cancer y enfermedades tumorales de la médula ésea, y de células derivadas de la médula 6sea (leucemias),

II) gldndulas endocrinas y exocrinas, como por ejemplo, tiroides, paratiroides, pituitaria, glandulas adrenales, gldn-
dulas salivares, pancreas.

IIT) de mama, como por ejemplo, tumores benignos y malignos en las glandulas mamarias tanto de hombres como
de mujeres, los conductos mamarios, adenocarcinoma, carcinoma medular, comedo carcinoma. La enfermedad de
Paget del pezén, el carcinoma inflamatorio de mujeres jovenes,...

IV) El pulmén,

V) El estémago,

VI) El higado y el bazo,

VII) El intestino delgado,

VIII) El colon,

IX) El hueso, y sus tejidos conectivos y de soporte, como el tumor de huesos maligno o benigno, por ejemplo,
el sarcoma osteogénico maligno, el osteoma benigno, los tumores de cartilago; como el condrosarcoma maligno o el
condroma benigno; tumores de la médula 6sea, como el mieloma maligno, o el granuloma eosinofilico benigno, asi
como tumores metastaticos de los tejidos 6seos en otras localizaciones del cuerpo,

X) la boca, cuello, laringe, y el es6fago,

XI) La vejiga urinaria y los 6rganos y estructuras internas y externas del sistema urogenital masculino y femenino,
como ovario, Utero, cerviz del utero, testiculos y gldndula prostatica,

XII) La prostata,
XIII) El pancreas, como el carcinoma ductal del pancreas,
XIV) El tejido linfatico como linfomas y otros tumores de origen linfoide,

XV) La piel,
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XVI) Céancer y enfermedades tumorales de todas las estructuras anatémicas pertenecientes al sistema respiratorio,
incluyendo los musculos tordcicos y la pleura,

XVII) cancer primario y secundario de los nédulos linfaticos,

XVIII) La lengua y las estructuras 6seas del paladar y de los senos,

XIX) La boca, pomulos, cuello y glandulas salivares,

XX) Los vasos sanguineos incluyendo el corazén y sus membranas,

XXI) El misculo liso o esquelético, incluyendo sus ligamentos y membranas,
XXI) El sistema nervioso periférico, auténomo y central, incluyendo el cerebelo,
XXIII) El tejido adiposo.

Tanto las composiciones de la presente invencién como la preparacién combinada pueden formularse para su ad-
ministracién a un animal, y mds preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas
conocidas en el estado de la técnica. Asi, pueden estar, sin limitarse, en disolucién acuosa estéril o en fluidos biol6gi-
cos, tal como suero. Las disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen componentes activos
o inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para modular la fuerza iénica, conservantes in-
cluyendo, pero sin limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo
glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales. Alternativamente, las composiciones pueden prepararse para su administra-
cion en forma sélida. Las composiciones pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes, incluyendo
pero sin limitarse a; aglutinantes tales como celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes tales
como almidén o lactosa; agentes dispersantes tales como dcido alginico o almidén de maiz; lubricantes tales como
estearato de magnesio, deslizantes tales como diéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o
sacarina; o agentes aromatizantes tales como menta o salicilato de metilo.

Tales composiciones o preparaciones combinadas y/o sus formulaciones pueden administrarse a un animal, inclu-
yendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas, incluyendo, pero sin limitarse a, intraperitoneal,
intravenoso, intramuscular, subcutaneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral, parenteral, intranasal o dérmico.

La dosificacion para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una variedad de factores, como
por ejemplo, la edad, peso, sexo, tolerancia,... del mamifero. En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresién
“cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de silibinin, profarmacos, derivados o andlogos del sili-
binin que produzcan el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas
propias de dichos profarmacos, derivados o andlogos y el efecto terapéutico a conseguir. Los adyuvantes y vehiculos
farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los
técnicos en la materia.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Silibinin inhibe la acumulacion de la proteina HIF-1« inducida por hipoxia y la activacion transcripcional
de HIF-1. A. Las células tumorales HeLLa y Hep3B fueron expuestas a condiciones hipdxicas (2% de O,) por los
tiempos indicados en ausencia o presencia de silibinin (Sili, 500 umol/L). Los niveles de proteina de HIF-1«, HIF-18
y actina fueron detectados por inmunoblot a partir de los extractos celulares totales segin lo descrito en materiales y
métodos. B, Las células Hep3B fueron tratadas durante 4 h en normoxia (21% de O,, carril 1), hipoxia (2% de O,), o
con el agente hipoxia-mimético DMOG (1 mmol/L) en presencia de silibinin en las concentraciones indicadas, o con el
vehiculo (0). Las proteinas fueron detectadas por inmunoblot. C, Células HeLa fueron transfectadas transitoriamente
con el plasmido reportero p9HIF1-Luc y después fueron incubadas durante 8 h de manera similar a lo descrito en B.
La actividad transcripcional de HIF-1 fue ensayada midiendo la respuesta a la hipoxia dependiente de la expresién
del gen reportero segtin se describe en materiales y métodos. Los experimentos fueron realizados por duplicado y
los resultados mostrados son representativos de tres andlisis independientes. Las barras representan la media + SE.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, comparado con sus controles respectivos sin silibinin. D, Células HeLa fueron
expuestas a los niveles indicados de hipoxia ([O,], 6, 3, 1 y 0.1%) durante 4 h en ausencia o presencia de silibinin
(Sili, 500 umol/L). Los niveles de las proteinas HIF-1e y actina fueron detectados por inmunoblot como en A.

Fig. 2. Silibinin no afecta a la degradacion de la proteina de HIF-1a o a la expresion del mRNA de HIF-1a. A,
Células HeLa fueron expuestas a hipoxia (2% de O,) durante 2 h, y silibinin (500 umol/L) o el vehiculo (control)
fueron agregados 15 min antes del final de la incubacién hipdxica. Las células fueron entonces expuestas a normoxia

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2345 587 Al

(reoxigenacion) por los periodos indicados, y los niveles de la proteina HIF-1a fueron medidos por inmunoblot. El
panel inferior muestra la cuantificacién densitométrica de los niveles de HIF-1a, con los valores expresados como
el porcentaje de la expresion antes de la reoxigenacion (tiempo 0). Los valores representan la media + SE de cuatro
experimentos independientes. B, Células CHO Kal3.5 deficientes en HIF-1a fueron transfectadas con el tipo salvaje
HIF-1q, el mutante P402A/P564A-HIF-1a o con el vector vacio como se describe en Materiales y Métodos. Después
de 24 h, las células fueron expuestas a normoxia o a hipoxia (2% de O,) durante 4 h en presencia de las concentra-
ciones indicadas de silibinin (Sili), y el HIF-1a recombinante fue detectado por immunoblot. C, Células HeLa fueron
cultivadas bajo condiciones norméxicas (21% de O,) o hipdxicas (2% de O,) en ausencia o presencia de silibinin
(500 umol/L) por los tiempos indicados. El ARN total fue aislado y analizado para la expresion del mRNA de HIF-
la por RT-PCR, usando GAPDH como gen control. D, Panel superior, las células HeLa fueron incubadas durante 2
h bajo condiciones norméxicas (21% de O,) o hipoxicas (2% de O,). A continuacidn, las células fueron tratadas du-
rante una hora adicional bajo las mismas atmdsferas en presencia de MG132 (20 umol/L), ciclohexamida (CHX, 100
pumol/L) o silibinin (500 umol/L), seguido por andlisis mediante inmunoblot. Panel inferior, las células HeLa fueron
incubadas durante 3 h en hipoxia (2% de O,). Posteriormente, las células fueron tratadas en hipoxia por los tiempos
adicionales indicados con el vehiculo (control), CHX (100 umol/L) o silibinin (500 umol/L), y HIF-1« fue detectado
por inmunoblot.

Fig. 3. Silibinin inhibe la sefializacion de mTOR y aumenta la fosforilacion de Akt en células cancerosas HeLa
y Hep3B. A, Las células fueron incubadas en hipoxia (2% de O,) durante 3 h en presencia de las concentraciones
indicadas de silibinin (Sili). El carril 1 de cada panel muestra los niveles basales en normoxia de las proteinas bajo
estudio. B, Células HeLa fueron incubadas durante 4 h en normoxia (21% de O,) o hipoxia (2% de O,) en presencia de
silibinin (500 umol/L), LY294002 (LY, 10 umol/L), o rapamicina (Rapa, 20 nmol/L) segun se indica. C, Células Hep3B
fueron incubadas como en B, y tratadas con las concentraciones indicadas de silibinin (Sili) en ausencia o presencia de
LY294002 (LY, 10 umol/L). Las proteinas en A-C fueron detectadas por inmunoblot usando los anticuerpos especificos
descritos en Materiales y Métodos.

Fig. 4. Los efectos de silibinin sobre la via mTOR, la activacion de Akt y la acumulacion de HIF-1a son rdpidos
y completamente reversibles. Las células HeLLa y Hep3B fueron expuestas a hipoxia (2% de O,) por 3 h, y silibinin
(Sili, 500 gmol/L) fue afiadido durante los dltimos O (no tratadas), 10, 20, 30 6 60 minutos de incubacién hipdxica.
Los carriles 7 y 8 de cada panel representan las células tratadas con silibinin durante los tltimos 60 min de incubacién
hipéxica, seguidas por dos lavados del medio extracelular para eliminar el silibinin, y la incubacién por un periodo
adicional de 30 6 60 min bajo hipoxia para estudiar la reversibilidad de los efectos. El carril 1 de cada panel muestra
los niveles basales en normoxia de las proteinas analizadas, que fueron detectadas por inmunoblot.

Fig. 5. Silibinin inhibe la liberacion de VEGF inducida por hipoxia en células tumorales HeLa y Hep3B. A, Las
células fueron incubadas durante 12 h en normoxia o hipoxia (2% de O,) en presencia de la concentracién indicada
de silibinin, y el medio extracelular fue recuperado para la determinacién de VEGF por ELISA segun lo descrito en
Materiales y Métodos. Los valores representan la media + SE a partir de tres experimentos independientes. **, P<0.01,
**k% P<0.001, significativamente diferente comparado con las células control en hipoxia sin silibinin. B, VEGF fue
determinado en células Hela tratadas durante 12 h con las drogas y las condiciones indicadas de oxigeno; Hipoxia
(2% de O,), Silibinin250 (250 pmol/L), Silibinin500 (500 umol/L), LY294002 (LY, 10 umol/L), rapamicina (Rapa, 20
nmol/L). El gréfico es representativo de tres experimentos con resultados similares. Las barras representan la media +
SE. *, P<0.05, **, P<0.01, *** P<0.001, significativamente diferente comparado con las células control en hipoxia
sin silibinin. #, P<0.01, comparado con el tratamiento Silibinin,s,.

Fig. 6. Efecto del silibinin sobre la proliferacion y la apoptosis de las células tumorales HeLa y Hep3B. A, Las
células fueron incubadas en hipoxia (2% de O,) con concentraciones crecientes de silibinin (0, 50, 100, 250 o 500
pmol/L) por los tiempos indicados. Las células viables fueron cuantificadas fluorimétricamente mediante la conversion
de resazurin a resorufin, como se describe en Materiales y Métodos. B, Las células fueron incubadas durante 8 h como
en A, y la apoptosis fue cuantificada midiendo las actividades de caspase-3 y -7 con un andlisis luminescente, usando
staurosporina como control positivo (Staur, 500 nmol/L). Las barras representan la media + SE. *, P<0.05, **, P<0.01,
*#*k* P<(0.001, significativamente diferentes comparadas con el control no tratado a cada tiempo.

Fig. 7. Efecto de silibinin sobre la sefializacion de mTOR y la fosforilacion de Akt en la linea celular AGS de
cdncer gastrointestinal. Las células AGS fueron cultivadas en hipoxia (2% de O,) durante 3 h en presencia de las
concentraciones indicadas de silibinin (Sili). El carril 1 muestra los niveles basales en normoxia de las proteinas bajo
estudio. Las proteinas que se indican fueron detectadas por inmunoblot usando los anticuerpos especificos descritos
en Materiales y Métodos.

Fig. 8. Efecto de silibinin sobre la sefializacion de mTOR Yy la fosforilacion de Akt en la linea celular PC-3 de
cdncer de prostata. Las células PC-3 fueron cultivadas en hipoxia (1.5% de O,) durante 3 h en presencia de las
concentraciones indicadas de silibinin (Sili). El carril 1 muestra los niveles basales en normoxia de las proteinas bajo
estudio. Las proteinas que se indican fueron detectadas por inmunoblot usando los anticuerpos especificos descritos
en Materiales y Métodos.
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Ejemplos
Materiales y Métodos

Cultivos celulares y reactivos. Células humanas de adenocarcinoma cervical (HeLa) y de carcinoma hepatocelular
(Hep3B) se obtuvieron de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Barcelona, Spain) y cultivadas en DMEM
o MEM (Sigma, St. Louis, MO), respectivamente. Las células CHO Kal3.5 deficientes en HIF-1a se crecieron en una
mezcla nutritiva Ham’s F-12 (Invitrogen, Bacelona, Spain). Los medios de cultivo fueron suplementados con un 10%
de FBS inactivado (Sigma) y penicilina (100 IU/ml)/estreptomicina (100 ug/ml), y las células fueron crecidas a 37°C en
un incubador humificado conteniendo un 5% de CO,. Para la exposicién a hipoxia las células fueron incubadas a 37°C
en una cdmara de hipoxia humificada (COY Labs., Grasslake, MI), insuflada con una mezcla de 5% C0O,/95% N, (Air-
Liquide, Madrid, Spain) y equipada con un regulador de O, para obtener la concentracién deseada de O, (21-0.1%).
Todos los tratamientos celulares se llevaron a cabo en un medio de crecimiento conteniendo 3% FBS y sin antibidticos.
Silibinin, ciclohexamida, estaurosporina y Z-Leu-Leu-Leu-al (MG132) se compraron a Sigma. Dimetiloxalil glicina
(DMOG) se compré en Alexis Biochemicals (Lausen, Switzerland). HIF-1a y HIF-18 fueron de BD Transduction
Laboratories (BD Biosciences, Madrid, Spain). LY294002, rapamicina y los anticuerpos contra fosfo-Akt (Ser473),
fosfo-mTOR (Ser2448), fosfo-p70S6 quinasa (Thr389), fosfo-proteina ribosomal S6 (Ser235/236) y fosfo-4E-BP1
(Ser65) fueron de Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-actina se obtuvo de Sigma.

Extractos celulares e inmunoblotting. Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 60 mm y se las permitié
adherirse por 24 horas. Inmediatamente después de los tratamientos, las células fueron lavadas con PBS frio y se
recuperaron mediante raspado en 1-ml de PBS frio suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas (Roche
Diagnostics, Barcelona, Spain). Los pellets celulares fueron homogeneizados en 50 ul de buffer de lisis compuesto por
un reactivo de extraccion de proteinas CytoBuster™ (Novagen) suplementado con cocteles de inhibidores de proteasas
(Roche) y fosfatasas (Sigma). Tras la incubacién en hielo (15 min), los lisados fueron agitados y centrifugados (16,000
x g, 10 min, 4°C), y los sobrenadantes recolectados como extractos celulares totales. La concentracion de proteinas se
determind por el ensayo de proteinas de BCA (Pierce). Los extractos celulares (40-80 ug de proteinas) se separaron por
SDS-PAGE vy fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa, y el inmunoblot se llevé acabo como se ha descrito
previamente. Cuando se requirid, la intensidad de las bandas fue cuantificada con el software Quantity One v4.6 (Bio-
Rad, Hercules, CA).

Construccion de los pldsmidos. El cDNA del HIF-1a humano (GenBank accession U22431; SEQ ID NO: 1) fue
obtenido del ATCC (pCEP4/HIF-1«). Subclonamos la regién codificante completa de HIF-1@ dentro del vector de
expresion pcDNA4/HisMax (Invitrogen) por PCR usando Pfu DNA polimerasa (Stratagene). Los primeros fueron di-
seflados para contener los sitios de restriccion para BamHI y Notl en las terminaciones 5’y 3’, respectivamente. Se
usaron los primers SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 El producto de PCR amplificado fue purificado (QIAquick PCR
Purification Kit, Qiagen, Valencia, CA), digerido con BamHI y Notl, y ligado dentro de pcDNA4/HisMax previamente
digerido con las mismas enzimas de restriccién. La construccién resultante, pcDNA4/HisMax-HIF-1«, fue amplifica-
da y purificada (Qiagen). El doble mutante HIF-1a P402A/P564A fue generado por mutagénesis dirigida secuencial
(QuickChange II, Stratagene) usando como patrén pcDNA4/HisMax-HIF-1a. Los oligonucle6tidos mutagénicos fue-
ron, para la mutacién P402A SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5; para la mutacién P564A, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID
NO: 7). Este mutante de HIF-1a no es susceptible a la hidroxilacién por las prolil-4-hidroxilasas y a la subsiguiente
degradacion. La integridad de las construcciones fue confirmada por secuenciaciéon del ADN. El pldsmido reportero
p9HIF1-Luc, conteniendo nueve copias en tindem del elemento de respuesta a hipoxia (HRE) del gen promotor huma-
no VEGEF fue donado por el Dr. Manuel O. Landdzuri (Servicio de Inmunologia, Hospital de la Princesa, Universidad
Autonoma de Madrid, Spain).

Transfeccion transitoria y ensayo reportero de luciferasa dependiente de HRE. La transfeccion transitoria de las
células CHO Kal3.5 se llevd acabo en placas de cultivo de 60 mm usando Lipofectamine2000 (Invitrogen) y 1 ug
del plasmido de DNA (HIF-1a tipo silvestre, PA02A/P564A-HIF-1a, o el vector vacio). Para el ensayo reportero de
luciferasa, las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos y transfectadas con 0,3 ug por pocillo del plasmido
reportero p9HIF1-Luc usando el agente de transfeccion FuGENE 6 (Roche) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Tras 24 horas, el medio fue remplazado y las células fueron incubadas durante 6-8 horas con la droga y
las concentraciones de O, indicadas. La eficiencia de transfeccidn fue monitorizada por cotransfeccién con 0.1 ug
del plasmido control pRL-TK (Promega) portando el gen de Renilla luciferasa. Las actividades de firefly y Renilla
luciferasa fueron ensayadas usando el Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega), y la actividad firefly Iuciferasa
fue normalizada a la actividad de Renilla luciferasa.

Cuantificacion de VEGF. La concentracién de VEGF humano en el medio celular condicionado fue medida con
un kit ELISA (Pierce). Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y cultivadas hasta alcanzar un 80-90% de
confluencia. El medio fue remplazado y los cultivos fueron tratados como se indica. El VEGF secretado se cuantificd
después de 12 h en el medio extracelular (50 ul). Los resultados fueron normalizados respecto a la cantidad de proteina
total por pocillo.

RT-PCR. EI RNA total fue aislado de las células tumorales usando el RNeasy Mini kit (Qiagen) y 0.5 ug fueron
transcritos reversamente con 50 U SuperScriptTM Il reverse transcriptase (Invitrogen), usando un primer oligo-(dT) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. E1 cDNA fue amplificado por PCR usando los siguientes sets de primers: para
HIF-1 @ humano: SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9 (GenBank NM_001530); la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
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humana (GAPDH), SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11 (GenBank NM_002046). Las condiciones de PCR fueron
establecidas en experimentos piloto para asegurar la linearidad de las tasas de reaccién. La GAPDH fue usada como el
estandar interno. Los productos de PCR fueron separados en geles del,5% de agarosa y visualizados por tincién con
bromuro de etidio. Los geles fueron fotografiados usando un analizador de imagen Gel DOC 2000 (Bio-Rad).

Proliferacion celular y apoptosis. La proliferacién celular fue estudiada con el ensayo fluorimétrico Cell-Blue®
Cell Viability Assay (Promega), que explota la habilidad del indicador resazurin para medir la capacidad metabdlica,
una indicacién de la viabilidad celular. Para medir la apoptosis usamos el ensayo luminiscente Caspase-Glo® 3/7
Assay (Promega), que mide la actividad de caspasas-3 y -7. Ambos ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Andlisis estadistico. Donde se indica, los datos experimentales fueron analizados usando el software de Prism™
GraphPad (version 4.0). Las diferencias significativas fueron determinadas por la prueba de t de Student (con dos
colas) y los valores de P inferiores a 0.05 fueron considerados significativos.

A continuacidn se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de manifies-
to la especificidad y efectividad del uso combinado del silibinin y de inhibidores de la via PI3K/Akt para el tratamiento
del cancer, en especial, aquellos tipos de cancer en los que el silibinin activa indirectamente la via PI3K/Akt.

Ejemplo 1
Silibinin inhibe la acumulacion de HIF- 1« inducida por hipoxia en células tumorales HeLa y Hep3B

Para examinar el efecto del silibinin sobre la expresion de las proteinas HIF-1a y HIF-13, primero se realizaron ex-
perimentos de inmunoblot en funcién del tiempo. La hipoxia indujo una acumulacién de proteina HIF-1a dependiente
del tiempo en células tumorales HeLa y Hep3B que fue perceptible después de 1 h. Silibinin inhibi6 la acumulacién de
HIF-1« (Fig. 1A), y esta inhibicion fue completa dentro de la primera hora de tratamiento con silibinin en ambos tipos
celulares, y persistié mientras la droga estuvo presente en el medio (por lo menos hasta 16 h, datos no mostrados). En
cambio, el silibinin no alter6 los niveles de proteina de HIF-13 (Fig. 1A).

Los experimentos dosis-respuesta mostraron que la disminucién de la expresion de la proteina HIF-1« producida
por silibinin fue dosis-dependiente (Fig. 1B), demostrando una potencia comparable en las células HeLLa y Hep3B
(ICsyp ~150 umol/L). De manera semejante, el silibinin abrogé totalmente la acumulacién de HIF-1« inducida por
el inhibidor DMOG (Fig. 1B), un agente hipoxico mimético bien caracterizado. Consistente con la inhibicién de la
acumulacién de HIF-1e, el silibinin también produjo la inhibicién dosis-dependiente de la actividad transcripcional
de HIF-1 en células expuestas a hipoxia 6 tratadas con DMOG, segtin se determiné usando una construccion reportera
de la respuesta a hipoxia (Fig. 1C).

Para investigar si el efecto inhibitorio del silibinin sobre la acumulacién de HIF-1a era dependiente de la severidad
de la hipoxia celular, sometimos las células HeLL.a y Hep3B a hipoxia cada vez mayor en presencia o ausencia de silibi-
nin. HIF-1a comenzé a estabilizarse en concentraciones de O, del 6%, con la acumulacion aumentando marcadamente
conforme el O, disminuye hasta alcanzar una hipoxia severa (0.1% O,). Silibinin previno la acumulacién de HIF-1a
en todas las concentraciones O, probadas, demostrando su capacidad de inhibir HIF-1a en cualquier grado de hipoxia
celular (Fig. 1D).

Ejemplo 2
Silibinin no afecta a la estabilidad de HIF-1a o a su degradacion mediada por las prolil-hidroxilasas

HIF-1a se degrada principalmente mediante el sistema ubiquitin/proteasoma tras la hidroxilacién de las prolinas
402 y 564 por las prolil-hidroxilasas especificas de HIF-1a. Para testar la posibilidad de que silibinin inhiba la acu-
mulacién de HIF-1a promoviendo su degradacion y/o reduciendo la vida media de la proteina, se emplearon diversas
estrategias experimentales. Primero se realizaron experimentos de reoxigenacion. Las células fueron expuestas a hi-
poxia, y el silibinin o el vehiculo fue agregados durante los tdltimos 15 minutos de incubacién hipéxica. Al final de
la incubacién hipoéxica (tiempo 0) las células fueron expuestas a normoxia, e incubadas por periodos crecientes hasta
alcanzar los 30 min. Bajo estas condiciones, los niveles de HIF-1a reflejarian principalmente la tasa de degradacién
de HIF-1a. Aunque la acumulacién de HIF-1« fue levemente menor en células tratadas con silibinin, los indices de
degradacion de HIF-1a en células no tratadas y tratadas fueron muy similares, con valores de vida media de la proteina
de 13.5+1.2 y 10.5+1.0 min, respectivamente (Fig. 2A).

En una segunda aproximacion experimental, se prob¢ el efecto del silibinin sobre la estabilidad del doble mutante
de prolina P402A/P564A de HIF-1a (P402A/P564A-HIF-1a), que no puede ser hidroxilado por las prolil-hidroxilasas
y se acumula en las células de manera independiente del O,. Para evitar la interferencia del HIF-1a endégeno, las
construcciones P402A/P564A-HIF-1a o HIF-1a salvaje se expresaron en células deficientes en HIF-1a CHO Kal3.5.
Silibinin fue igualmente potente en la prevencion de la acumulacion del HIF- 1« salvaje y del mutante P402A/P564 A-
HIF-1a (Fig. 2B), por lo tanto eliminando la posibilidad de que las prolil-hidroxilasas de HIF-1 estén implicada en
el efecto del silibinin. Resultados similares fueron obtenidos en las células HeLa. Juntos, estos resultados demuestran
que el silibinin no afecta a la degradacidn de la proteina de HIF-1a.
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Ejemplo 3
Silibinin no afecta a la acumulacion del mRNA de HIF-1« pero disminuye la traduccion de la proteina HIF-1a

La carencia de efecto sobre la degradacién de HIF-1« indic6 la posibilidad que el silibinin puede reducir la tasa de
produccion de HIF-1a. El andlisis por RT-PCR revel6 que los niveles de mRNA de HIF-1« seguian sin ser afectados
por el tratamiento con el silibinin en normoxia e hipoxia (2 6 4h) (Fig. 2C), indicando asi que el silibinin no afecta a
la acumulacién del mRNA de HIF-1a.

Para examinar si la inhibicién de la acumulacién de HIF-1a mediada por silibinin fue debida a la reduccién de la
sintesis de la proteina HIF-1a, se emple6 el inhibidor del proteasoma MG132 para prevenir la degradacién ubiquitin-
dependiente de HIF-1w. El tratamiento de células con MG132 dio lugar a una pronunciada acumulacién de especies
de proteinas de alto peso molecular de HIF-1a - ubiquitinada, en normoxia y en hipoxia (el panel superior de la Fig.
2.a, carriles 2 y 6). Por el contrario, la inhibicién de la sintesis de proteinas con ciclohexamida previno totalmente
la acumulacién de HIF-1a ubiquitinada en presencia de MG132 (carriles 3 y 7). De manera similar, la adicién de
silibinin en presencia de MG132 dio lugar a una reduccién substancial de HIF-1a- ubiquitinada, en normoxia e hipoxia
(carriles 4 y 8), sugiriendo interferencia con la maquinaria de sintesis de la proteina. Ademds, el silibinin mimetizé el
efecto inhibitorio de la ciclohexamida sobre la acumulacién de HIF-1« en las células que fueron incubadas con estas
drogas bajo hipoxia por periodos crecientes (el panel inferior de la Fig. 2.a,). Estos resultados indican que el silibinin
disminuye la traduccién de HIF-1a.

Ejemplo 4

La inhibicion de la traduccion de la proteina HIF-1a por el silibinin implica la represion de mTOR y de sus efectores
p70S6K, rpS6 y 4E-BP1

La via PI3K/Akt/mTOR se ha implicado en la regulacién de la expresion de la proteina HIF-1a, predominante-
mente a nivel de su traduccién. Por otra parte, evidencias recientes indican que la hipoxia causa la defosforilizacién
y la represiéon de mTOR, dando como resultado una disminucién de la tasa de sintesis de HIF-1a. Para ver si el
silibinin inhibe la sintesis de la proteina HIF-1a en hipoxia a través de la regulacién de la via mTOR/p70S6K/4E-
BP1, medimos el estado de fosforilacién del mTOR y de sus efectores p70S6K, rpS6 y 4E-BP1, asi como el de Akt.
El tratamiento de las células HeLLa y Hep3B con silibinin bajo condiciones hip6xicas produjo una defosforilizacién
dosis-dependiente de mTOR en la Ser**®, que se correlacioné con la inhibicién de la fosforilacién de p70S6K, de
pS6 y de 4E-BP1, y con la reduccién de la acumulaciéon de HIF-1a en ambos tipos de lineas celulares tumorales
(Fig. 3A).

También se encontré que de manera concomitante con la inhibicién de la expresion de HIF-1a y de la via mTOR
en células HeLa y Hep3B, el silibinin produjo la activacién de Akt, como indica el incremento de la fosforilacion de
Akt en Ser*”? (Fig. 3A). Se observé que el inhibidor de mTOR rapamicina indujo un aumento pronunciado en p-Akt
similar al observado con el silibinin, bajo condiciones norméxicas e hipéxicas (Fig. 3B). Notablemente, observamos
una respuesta diferenciada entre las células HeLa y Hep3B con respecto al efecto del silibinin sobre Akt. Mientras en
las células HeLa la fosforilacién de Akt aument6 progresivamente con el aumento de la concentracion del silibinin, en
células Hep3B la induccién de Akt se invirti6 a la dosis mds alta (500 umol/L) y la fosforilacién de Akt volvié a los
niveles basales (Fig. 3A).

Esta diferencia a dosis elevadas de silibinin no tuvo ninguna implicacién para la inhibicién de HIF-1a, que continu6
siendo mdxima en ambas variedades de células. La activacién de p-Akt por el silibinin requirié la actividad de su
regulador aguas arriba PI3K, puesto que el inhibidor LY294002 de PI3K bloqued la fosforilacién de Akt inducida por
silibinin (Fig. 3B, el panel derecho, y Fig. 3C). Por otra parte, se encontré que LY294002 acentud la inhibicién de
la expresion de HIF-1a mediada por silibinin, asi como la represion de la via mTOR (reflejado por la pérdida de p-
p70S6K) (Fig. 3C). Para investigar mejor el efecto del silibinin sobre mTOR vy la sefializacion de Akt en lo referente
a la inhibicion de la expresion de HIF-1a, se expusieron las células HeLL.a y Hep3B a hipoxia y posteriormente fueron
tratadas con silibinin durante los dltimos 10 a 60 minutos de incubacién hipéxica. El silibinin indujo una inhibicién
rapida y potente de la acumulacién de HIF-1a@ que alcanz6 el 70-80% en células Hep3B a los 10 min tras el tratamiento
y fue completa tras 60 min (Fig. 4). En células HeLa, la inhibicién del 70-80% se alcanzé a los 20 minutos de
tratamiento y fue también completa hacia el minuto 60. En ambos tipos de células, la defosforilizacion de mTOR
inducida por silibinin y sus efectores se detectaron en el plazo de 10-20 minutos del tratamiento bajo condiciones
hipéxicas, y dio lugar a la pérdida total de p-p70S6K después de 20-30 minutos (Fig. 4). De manera similar, hubo una
reduccién paralela de p-rpS6 que fue casi completa después de 1 h de tratamiento. Es significativo que la disminucién
en p-4E-BP1 fue mas rdpida y mds pronunciada en células Hep3B que en HeLa, probablemente debido a la presencia
de niveles basales mds elevados de p-4E-BP1 en células HeLa.

Consistente con los experimentos dosis-respuesta, el nivel de p-Akt en células HeLa se incremento tras la exposi-
cion durante 20 minutos al silibinin (500 gmol/L), mientras que disminuy6 por debajo de niveles basales en células
Hep3B. Notablemente, la inhibicién de la acumulacién de HIF-1a fue revertida rdpidamente después de dos cambios
del medio para eliminar el silibinin de las células. Esta reversion fue evidente después de 30 minutos y fue completa
después de 60 minutos bajo la misma atmésfera hipéxica (Fig. 4, carriles 7 y 8). Asimismo, tras la eliminacién del si-
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libinin, todas las fosfo-proteinas analizadas volvieron a sus niveles basales de fosforilacién. Estos resultados sugieren
que la reduccién de la via mTOR/p70S6K/4E-BP1 estd implicada en la inhibicién de la traduccién de la proteina de
HIF-1e por el silibinin.

Ejemplo 5
Silibinin inhibe la secrecion de VEGF inducida por hipoxia en células tumorales

Silibinin ha demostrado caracteristicas anti-angiogénicas en varios modelos experimentales. Puesto que HIF-1 es
el regulador principal de VEGF en hipoxia, se analizé el efecto del silibinin sobre la produccién de VEGF in vitro.
Comparado con normoxia, la exposicion de las células HeLLa o Hep3B a hipoxia durante 12 h produjo un aumento de
2-3 veces de la secrecién de VEGF al medio extracelular. Silibinin inhibié de manera dosis-dependiente la liberacién
de VEGF inducida por hipoxia en ambas lineas celulares: 250 umol/L de silibinin produjo una inhibicién del ~25%
en células HeLa y una inhibicién del ~40% en células Hep3B, mientras que con 500 ymol/L la inhibicién alcanzé mas
del 90% en ambos tipos celulares (Fig. SA). No se observaron efectos significativos a concentraciones mds bajas (50
y 100 gmol/L).

También se examind el efecto del silibinin en la liberacién de VEGF inducida por hipoxia en comparacién y en
combinacién con inhibidores de PI3K/Akt o de mTOR. El inhibidor de PI3K/Akt LY294002 (10 umol/L) produjo
una inhibicién de la liberacion de VEGF (el ~30%) similar a la inducida por una dosis submaxima de silibinin (250
pmol/L), mientras que el inhibidor de mTOR rapamicina (20 nmol/L) produjo una inhibicién débil del ~15% (Fig. 5B).
Interesantemente, el tratamiento combinado con estas dosis de silibinin y LY294002 dio lugar a un efecto sinérgico,
reduciendo la liberacion de VEGF cerca de los niveles control en normoxia. En cambio, el tratamiento combinado
del silibinin y la rapamicina no produjeron ningtin efecto aditivo. A la dosis maxima de silibinin (500 ymol/L), la
inhibicién de la liberacién de VEGF inducida por hipoxia fue superior al 90% con independencia de la presencia de
inhibidores adicionales.

Ejemplo 6
Silibinin inhibe la proliferacion de las células HeLa 'y Hep3B

El examen del efecto del silibinin sobre la proliferacion de las células tumorales HeLLa y Hep3B revel6 una inhibi-
cion dosis-dependiente en ambas lineas celulares que fue evidente después del tratamiento durante 2 h y aumenté con
el tiempo de incubacién (Fig. 6A). Comparado con los controles, el tratamiento de células HeLa con silibinin durante
2 a 8 h bajo condiciones hipéxicas dio lugar a reducciones en el nimero total de células que fue desde el 35% (2 h)
hasta el 45% (8 h) con 250 umol/L, y de un 60-75% durante el mismo periodo con 500 umol/L. No hubo diferencias
significativas con 50 umol/L, y solamente una inhibicién débil del ~10% con 100 umol/L tras 8 h. Tras un tratamiento
similar de las células Hep3B se inhibi6 el crecimiento en un 5-15% con 50 uymol/L, 15-25% con 100 umol/L, 20-
45% con 250 umol/L, y 40-72% con 500 umol/L. En normoxia, silbinin produjo un efecto inhibitorio idéntico sobre
el crecimiento celular (datos no mostrados).
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende silibinin y un inhibidor de la via PI3K/Akt.

2. Composicion segtin la reivindicacién anterior para su uso como medicamento.

3. Composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde el inhibidor de la via PI3K/Akt se selecciona
de la lista que comprende: LY294002, Wortmannin, Triciribine (API-2, NSC-154020, TCN, Akt inhibitor V), A-
443654, KP372-1, Akt Inhibitor II (SH-5), Akt Inhibitor III (SH-6), Akt Inhibitor IV, Akt Inhibitor VIII (Isozyme-
Selective, Akti-1/2), Akt Inhibitor X.

4. Composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-3. donde el inhibidor de la via PI3K/Akt es LY294002.

5. Uso de la composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento del cancer.

6. Uso de la composicidn segun la reivindicacién anterior donde el cancer se selecciona de la lista que comprende:
céncer cervical, cancer gastrointestinal o cdncer hepético.

7. Uso de la composicién segtin la reivindicacién 5 donde el céncer es cancer cervical.

8. Preparacion combinada de, al menos, silibinin y un inhibidor de la ruta PI3K/Akt para su uso por separado,
simultaneo 6 secuencial en el tratamiento del cancer.

9. Uso de una preparacién combinada de al menos, silibinin y un inhibidor de la ruta PI3K/Akt por separado, de
manera simultanea o secuencial en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

10. Uso de una preparacién segtin cualquiera de las reivindicaciones 8-9, donde el cancer se selecciona de la lista
que comprende: cdncer cervical, cdncer gastrointestinal o cdncer hepdtico.

11. Uso de una preparacién segtin la reivindicacioén 10, donde el cdncer es cancer cervical.
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gtccagcggc tgcggccagce aaagt
5
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<210> 6

<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador (oligonucledtido mutagénico)

<400> 6
gttggagatg ttagctgcct atatcccaat ggatg
5

<210> 7

<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador (oligonucledtido mutagénico)

<400> 7
gatccattgg gatataggca gctaacatct ccaag
5

<210> 8
<211>24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
cgttgtgagt ggtattattc agca
24

<210>9
<211>22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
cagtttctgt gtcgttgctg cc
22

<210> 10
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 10
%gtggggtga tgctggtgct g

<210> 11
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11

cgcctgette accaccttet t
21
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GD Int.ClL: A61K 31/357 (2006.01)
A61P 31/00 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X CHEN et al. "Silibinin inhibits cell invasion through 1-11

paginas 141-150. ISSN 0009-2797.

inactivation of both PI3K-Akt and MAPK signaling pathways".
CHEMICO-BIOLOGICAL INTERACTIONS. 20.10.2005. Vol. 156, N° 2-3,

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

|:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe
13.09.2010
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

Ne de solicitud: 200802800

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

A61K, A61P

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de

blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC

Informe sobre el Estado de la Técnica (hoja adicional)
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OPINION ESCRITA

Ne de solicitud: 200802800

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 13.09.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802800

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Chen et al. "Silibinin inhibits cell invasion through inactivation 20-10-2005

of both PI3K-Akt and MAPK signaling pathways". CHEMICO-

BIOLOGICAL INTERACTIONS. 20.10.2005. Vol. 156, N° 2-3, pa-

ginas 141 - 150. ISSN 0009-2797

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

La presente solicitud divulga el uso de una composicién que comprende silibinin, en distintas cantidades, para ser usada para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer. Adicionalmente divulga una composicion formada por silibinin
y un inhibidor de Akt y su uso para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

La reivindicacion 1 se refiere a una composicién que comprende silibinin y un inhibidor de la via PI3K/Akt, y la reivindicacién
2 selecciona un grupo de 10 inhibidores. Sin embargo, la solicitud no aporta datos que relacionen tales composiciones con
algunas propiedades o actividades que las configuren como elementos validamente reivindicados por suponer una contribucién
al estado de la técnica, de manera similar a como aparecen en el caso de la reivindicacion 4, donde se divulga, con claridad,
el efecto sinérgico de la composicion sibilinin + LY294002. Por tanto, la solicitud tal y como se presenta no es clara y concisa,
dado que las reivindicaciones no estan enteramente basadas en la descripcién.

D01 (pagina 146) divulga diferentes composiciones, entre ellas LY294002 + silibinin, utilizados en ensayos de inhibiciéon de
crecimiento celular, con células A549, resultando en una inhibicién de la capacidad de secrecion de MMP-2 de hasta un 64,4%.
Por tanto, las reivindicaciones 1-4, 8, 9, en la medida que contienen ese compuesto, no serian nuevas, segln se menciona en
el art. 6 de la LP.

Dado que este documento también divulga que la accién de la silibinin se realiza a través de la inhibicién de la via Akt, y que
esto lleva a una reduccion de la capacidad de invasion de células cancerigenas, el uso de la composicién Y294002 + silibinin
para la elaboraciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer es algo que se deriva de manera obvia del estado de la
técnica. Por tanto, las reivindicaciones 6, 7, 11 no tendrian actividad inventiva, segin se menciona en el art.8 de la LP.

Igualmente, las reivindicaciones 1-11 en la medida que su contenido exceda el alcance de lo divulgado en la descripcién,
carecerian de actividad inventiva, puesto que no todas las posibles soluciones comprendidas en las mismas supondrian una
contribucién sobre el estado de la técnica. Asi pues, no cumplirian lo mencionado en el art. 8 de la LP
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