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DESCRIPCION
Propiedades antitumorales de inhibidores de proteasa modificados con NO

La presente invencion se refiere al éster nitrico de los inhibidores de la proteasa del VIH, en particular de Saquinavir,
y a su uso en terapia humana

Antecedentes de la invencidon

Los inhibidores de la proteasa del VIH (IP-VIH) son agentes antirretrovirales aprobados para uso en seres humanos
desde 1993. Los IP-VIH estan disefiados para unirse al sitio catalitico de la proteasa del VIH de forma selectiva vy,
por lo tanto, bloquear la replicacién y la produccion de particulas virales infecciosas (Deeks et al 1997). Se ha
demostrado que estos farmacos afectaban a varios procesos celulares importantes, tales como la angiogénesis,
inflamacién, procesamiento y presentacion de antigenos, la supervivencia celular y la remodelacion de tejidos
(Sgadari et al. 2003, Andre et al. 1998, Gruber et al. 2001, Delmonte et al. 2007). Pruebas recientes indicaron una
fuerte capacidad anticancerosa de los IP-VIH tanto in vitro como in vivo. La inhibicién del crecimiento de diferentes
células tumorales se acompané de la induccion de la muerte celular apoptética (Chow et al. 2006, Pajonk et al.
2002, Ikezoe et al. 2004, lkezoe et al. 2000, Gills et al. 2007). A pesar de que los mecanismos de accién de estos
farmacos no estan estrictamente definidas, sus objetivos potenciales son: AKT, la sefal extracelular de quinasa
regulada, factor-kB nuclear, transductores y activadores de la transcripcion 3, metaloproteinasas de la matriz, el
factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Pajonk et al.
2002, lkezoe et al. 2004, Sgadari et al. 2002, lkezoe et al. 2004, Gupta et al. 2005, Cuneo et al. 2007). Por otra
parte, se ha demostrado que estos farmacos sensibilizan a las células tumorales a la radiacion, mejoran los efectos
anticancerosos de otros farmacos citostaticos y, también, inhiben el crecimiento y la invasion de las células
tumorales angiogénicas en ratones atimicos (lkezoe et al., 2004, Sgadari et al. 2002, Gupta et al. 2005).

Desafortunadamente, a la aplicacion de estos farmacos le siguieron muchos efectos imprevistos y adversos tales
como hiper o hipolipidemia, enfermedades cardiovasculares, diabetes, redistribucién de la grasa corporal,
osteopenia y osteoporosis (Flexner, 1998). La adicion del resto de NO es uno de los enfoques actuales empleados
con el fin de reducir la toxicidad y mejorar la eficacia del farmaco. Este tipo de modificacién quimica se aplicé sobre
numerosos medicamentos antiinflamatorios no esteroideos.

Descripcion de la invencion

En la actualidad se ha encontrado que los inhibidores de la proteasa del VIH, particularmente saquinavir, pueden
modificarse ventajosamente mediante unién covalente de NO.

En consecuencia, la invencion proporciona ésteres nitricos de los inhibidores de la proteasa del VIH.

El resto de NO se introduce en el grupo hidroxi presente en los inhibidores de la proteasa conocidos mediante
procedimientos convencionales, es decir, mediante la reaccién con &cido nitrico concentrado en anhidrido acético /
hidrocarburo halogenado a temperaturas inferiores a 0 ° C, preferentemente inferiores a -10 °C

Los inhibidores de la proteasa que, ademéas de Saquinavir, estan esterificados ventajosamente con acido nitrico,
incluyen ritonavir y nelfinavir.

El éster nitrico de Saquinavir es particularmente preferido, teniendo la formula |
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asi como sus sales no toxicas, solvatos o formas polimérficas cristalinas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2509493 T3

Se descubrid que el compuesto de formula I, en lo sucesivo en el presente documento denominado NO-saquinavir,
era mas eficaz y menos téxico que el compuesto saquinavir de la patente, como se mostrara en la parte
experimental que se expone a continuacion.

El esquema de sintesis del compuesto | se indica en la Figura 1.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto de formula | u otro
éster nitrico de los inhibidores de la proteasa del VIH como se define en la reivindicacién 1, mezclado con vehiculos/
excipientes adecuados. Las composiciones de la invencion pueden administrarse por cualquier via conocida, en
particular por via oral, parenteral, tdpica, transdérmica, rectal.

El experto en la materia determinara facilmente la dosis de acuerdo con las propiedades toxicoldgicas,
farmacocinéticas y farmacodinamicas, asi como de acuerdo con las condiciones de los pacientes (gravedad de la
enfermedad y el grado de avance), el peso, la edad y el sexo. .Las dosificaciones seran en general similares a lo ya
conocido en la practica clinica para el compuesto saquinavir parental o para los correspondientes inhibidores de la
proteasa parental.

Dichas composiciones son Utiles para el tratamiento de tumores y de infecciones por VIH.

En consecuencia, la invencién proporciona también tratamiento de pacientes afectados por tumores y / o infecciones
de VIH que comprenden la administracion a dichos pacientes de una cantidad eficaz del compuesto de la
reivindicacion 1.

Los ejemplos siguientes describen la invencion con detalle.
Ejemplo 1 Sintesis de Saquinavir-NO

A una mezcla en agitacién de acido nitrico fumante (= 90% HNOs3, 1 ml, 23,6 mmol) y Ac20 (3,5 ml, 37,1 mmol) a -10
° C se afadié saquinavir (3 g, 4,48 mmol) en CHCI3 (18 ml) y después se calentd lentamente hasta la temperatura
ambiente en dos horas en nitrégeno. La mezcla de reaccién se inactivd con agua enfriada con hielo y se extrajo con
CHxCl,. Los extractos se lavaron con NaHCOj3; saturado enfriada con hielo y agua, se secaron con MgSOs y se
filtraron. El disolvente se evapord a presion y el producto bruto se purific6 mediante FCC eluyendo con 3: 2 a 3: 3
Hex: Acetona. El producto obtenido se recristalizé en EtOAc / Hex para dar el Saquinavir-ONO2 (1,7 g, 53%) como
un solido blanco y la pureza se analiz6 mediante HPLC y EM-EM m/z 716,33 (M + H).

HPLC: Tipo de columna: Phenomenex Primesphere 5 C18 MC 110A 250 x 4,6 mm
Longitud de onda de deteccién: 275 nm (longitud de onda maxima de absorbancia).
Caudal: 1 ml/ min con un gradiente lineal de agua (0,1% AcOH):

MeOH [90:10] en agua (0,1 % AcOH): MeOH [10:90] en 30 min

Ejemplo 2 - Caracterizacion bioldgica

Materiales y procedimientos

Reactivos y células

Naranja de acridina (AO) se obtuvo de Labo-Moderna (Paris, Francia). El éster de diacetato succinimidil
carboxifluoresceina (CFSE) era de Molecular Probes (Eugene, EE.UU.). El inhibidor de Akt VI se obtuvo de
Calbiochem (Alemania). Todos los demas productos quimicos se adquirieron en Sigma (St. Louis, EE.UU.) a menos
que se especifique lo contrario. Saquinavir (SAQ, PM 670 g / I) y Saquinavir-NO (SAQ-NO, PM 715 g / |) se
almacenaron a -20 ° C a una concentracién de 5 mg / ml en 25% de dimetilsulféxido (DMSO) en RPMI 1640 - 5% de
FCS, y se diluyeron en medio de cultivo inmediatamente antes de su uso. Los cultivos de células de control se
trataron con un volumen adecuado de DMSO.

Las lineas celulares de glioma C6 de rata y de glioblastoma U251 humano fueron un regalo del doctor Pedro
Tranque (Universidad de Castilla-La Mancha, Albacete, Espafa), el melanoma murino B16 y el adenocarcinoma
humano HelLa fueron un regalo del doctor Sinisa Radulovic (Instituto de Oncologia y Radiologia de Serbia, Belgrado,
Serbia), mientras que el fibrosarcoma de ratén L929 se obtuvo de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
Animales (Salisbury, Reino Unido). Las células HCC1419 de mama y PC-3 de préstata humano se adquirieron en
LGC Promochem srl (Venecia, ltalia). Los fibroblastos de raton primarios y los astrocitos de rata se prepararon como
se ha descrito (Mijatovic et al., 2004). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 tamponado con HEPES
suplementado con 5% de FCS, glutamina 2 mM, 0,01% de piruvato de sodio, 5 x 10°M 2-mercaptoetanol, y
antibiéticos (medio de cultivo) a 37 ° C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO,. Después del procedimiento
de tripsinizacion convencional, las células se sembraron a 1 x 10% pocillo en placas de 96 pocillos a 2 x 10°/ pocillo
en placa de 6 pocillos 0 3 x 10%/ pocillo en un portaobjetos de camara de 4 pocillos, se cultivaron durante la noche y
se expusieron al farmaco. Ratones C57BL / 6 endogamicos de 2-3 meses de edad se obtuvieron de nuestras
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instalaciones en el Biological Research "Sinisa Stankovic" y se mantuvieron en condiciones de laboratorio estandar
(sin patégeno especifico) con acceso libre a comida y agua. La manipulacion de los animales y el protocolo del
estudio estaban en conformidad con las directrices internacionales y autorizados por el Comité institucional local de
Uso y Cuidado de animales.

Determinacion de la viabilidad celular mediante MTT, ensayo con cristal violeta y liberacion de LDH

La reduccién de bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) en formazan depende de la actividad
mitocondrial de las células cultivadas, la absorcion del colorante cristal violeta se correlaciona con el nimero de
células vivas adherentes, mientras que la liberacion de lactato deshidrogenasa citosélica (LDH) indica la interrupcion
de la integridad de la membrana caracteristica de las células necroéticas. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos de fondo plano en un volumen final de 200 pyl de medio de cultivo que contienen diferentes agentes, y los
ensayos se realizaron después de 24 h de incubacién exactamente como se ha descrito previamente (Mijatovic et al.
2004, Decker et al., 1998). La produccién dependiente de la mitocondria de formazan y la intensidad de cristal
violeta absorbido por las células adherentes se evaluaron mediante un lector de microplacas automatizado a 570
nm, mientras que la conversion mediada por piruvato de 2,4-dinitrofenilhidrazina en precipitado de hidrazona visible
en ensayo de LDH se midié a 492 nm. El % de citotoxicidad indicado por la liberacion de LDH se calculé como: (E -
C) /(T -C) x 100, en la que E es la absorbancia experimental de cultivos celulares, C es la absorbancia control de
medio de cultivo libre de células, y T es la absorbancia correspondiente a la maxima (100%,) liberacion de LDH de
las células lisadas con Triton.

Determinacion de la proliferacion celular

La tasa de proliferacion celular se verific6 mediante analisis de citometria de flujo de las células marcadas con CFSE
(Kang et al. 2005). El colorante CFSE es estable en el citoplasma méas de 15 generaciones y la intensidad de la
disminucion de la fluorescencia después de cada division. Brevemente, las células desprendidas se tifieron con
CFSE 1,5 uM durante15 min a 37 ° C, se lavaron 2 veces, se sembraron en placas de 6 pocillos a 2 x 10° células /
pocillo y después se expusieron a los farmacos. .Después de 24 y 48 h de cultivo de células se trataron con tripsina
y se lavaron 2 veces. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS y se analizaron mediante citometria de flujo.
La emision de fluorescencia verde se midié con un citémetro de (BD, Heidelberg, Alemania) y se analizé usando el
software CellQuest.

Determinacion de la muerte celular por apoptosis y autofagia

La muerte celular apoptética se evalué mediante citometria de flujo de la fragmentacion del ADN en células tefidas
con el pigmento yoduro (Pl) de unién a ADN. Tras una incubacién de 24 horas en placa de 6 pocillos, las células (2 x
10% Pocillo) se desprendieron con tripsina, se lavaron y se fijaron en etanol al 70% a 4 ° C durante 30 min. Después
de lavar en PBS, las células se resuspendieron en PBS que contenia 1 mg / ml de RNasa y yoduro de propidio (40
pg / ml) y se mantuvieron a 37 ° C en oscuridad durante 30 min. La fluorescencia roja se analiz6 con citdbmetro de
flujo FACSCalibur (BD, Heidelberg, Alemania) y la distribucion de las células entre las fases del ciclo celular se
determiné con el software Cell Quest Pro (BD). Las células hipodiploides en el compartimento sub-Go/ Gise
consideraron apoptéticas.

Se utilizd el colorante vital naranja de acridina (AO) para la deteccion de la autofagia. La intensidad de LA
fluorescencia de color rojo se correlaciona con la acidez y el volumen de los organulos presentes autofagicos
(Kanzawa et al. 2004). El ensayo se realizd del siguiente modo: las células se cultivaron en placa de 6 pocillos (2 x
10% Pocillo) 24 h en la presencia del farmaco, se desprendieron con tripsina y se tifieron con 1 pg/ml de AO en
RPMI sin rojo de fenol durante 15 min a TA. Después finalizado el periodo de incubacién, las células se lavaron y se
resuspendieron en PBS. La emisién de fluorescencia verde y roja se midi6 con FACSCalibur y se analizdé usando el
software CellQuest.

Medicion de la liberacion de NO y acumulacion de nitrito

La acumulacion de nitrito como medida indirecta de la liberacién de NO se midié6 mediante la reacciéon de Griess
como se ha descrito anteriormente (Mijatovic et al. 2004). diacetato DAF-FM (Molecular Probes) en RPMI 1640 sin
rojo fenol. Las células se lavaron después y se incubaron durante 15 min adicionales a 37 ° C en medio RPMI 1640
fresco antes del tratamiento con farmacos. Después de 2 h, las células se digirieron con tripsina, se lavaron y, por
ultimo, se resuspendieron en PBS y se analizaron mediante FACSCalibur usando el software Cell Quest.

ELISA basado en células

Un procedimiento ligeramente modificado para el ELISA basado en células (ELISAc) de Versteeg (Versteed et al.,
2000) se utilizé6 para medir la expresion de galactocerebrésido, proteina acida glial fibrilar (GFAP), proteina basica
de la mielina (MBP), ciclina D3, p53 y p-AKT. Brevemente, al final del periodo de cultivo las células se fijaron en
paraformaldehido al 4%, peroxidasa endégena, se inactivd con 1% de H2O2 en PBS que contenia 0,1% de Triton X-
100 (PBST), y la unién inespecifica de anticuerpos se bloqued con solucién PBST que contenia 10% de FCS.
Anticuerpos monoclonales primarios de ratén especificos de la p-At de raton/rata (1:200; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), GFAP (1:200, BioYeda, Israel.), galactocerebrésido (1:100; Boehringer Mannheim, Mannheim,
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Alemania), MBP (1:100, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania), ciclina D3 (1:750, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) y p53 (1:250, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) se aplicaron en PBST suplementado con
2 % de seroalbumina bovina (PBSTB), seguido de IgG secundaria de cabra anti-raton conjugada con peroxidasa
(1:2500 in PBSTB;GE Healthcare , Reino Unido) para IgG anti-GFAP y galactocerebrdsido anti-conejo (1:2500,
Healthcare Reino Unido) para anti-p-Akt, anti-ciclina D3 y anti-p53. Todas las incubaciones se realizaron a 37 °C
durante 1 h. La absorbancia a 450 nm se midi6 en un lector de microplacas automatizado 15 min después de la
incubacién con sustrato de peroxidasa TMB y posteriormente a la adicion de HCI 0,1 M. Para facilitar la
comparaciéon entre tratamientos, las absorbancias obtenidas se corrigieron para el nimero de células que se
determiné por tincion con cristal violeta, como se describe en el protocolo original. Los resultados se presentan como
expresion relativa en comparacion con el valor de control.

Ensayo de actividad de la tirosinasa y determinacion de melanina

La actividad tirosinasa se determiné midiendo la tasa de oxidaciéon de la L-DOPA®*" Brevemente, los cultivos
subconfluentes en placa de 6 pocillos se lisaron en 100 ul de tampén fosfato a pH 6,8- 1% de Triton X-100 y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min. 40 pl de cada extracto se mezclaron con 100 pl de la solucion sustrato de
L-DOPA (2 mg / ml). La reaccién enzimatica se llevo a cabo a 37 °C y la absorbancia a 570 nm se leyé cada 10 min
durante al menos 1 h. La actividad final se corrigi6 mediante la cantidad total de proteina estimada por el ensayo de
Bradford. Para la determinacién de la melanina, las células se incubaron en placa de 6 durante 24 h, se digirieron
con tripsina, se contaron y se lisaron en 100 pl de NaOH 1M. Se anadieron 400 pl de agua destilada y las muestras
se incubaron a 60 ° C durante 1 h. Después, se midié la absorbancia del colorante disuelto a 492 nm.

Deteccion inmunocitoquimica

La deteccion de la expresion de ciclina D3 y la expresion de p53 se realizé mediante el procedimiento de
inmunocitoquimica como se ha descrito previamente (Mijatovic et al, 2005). Las células fueron cultivadas en
portaobjetos-camara de cristal (3 x 10* células / pocillo) y la expresién de ciclina D3 y de p53 se detectdé con
anticuerpos especificos contra la ciclina D3 (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y p53 (1: 500,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). El reconocimiento de los anticuerpos primarios se realiz6 con el kit de
tincion de peroxidasa-estreptavidina de conejo de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma) utilizando
diaminobencidina (R & D Systems, Minneapolis, MN) como sustrato. Las células se contratifieron con hematoxilina
de Mayer y los portaobjetos se montaron con medio de montaje Glycergel (Dako, Glostrup, Dinamarca).

Analisis de transferencia de tipo Western

Las células (1x106) se sembraron en matraces (25 cms), se incubaron en 0,5% de FCS RPMI durante la noche y
posteriormente se trataron con farmacos durante 30, 60 y 120 min. Los lisados de células enteras se prepararon en
una solucién que contiene Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8 a 25 ° C), 2% p / v de SDS, 10% de glicerol, DTT 50 mM,
0,01% p/ v azul de bromofenol y se sometieron a electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Las
muestras se electrotransfirireron a membranas de difluoruro de polivinilideno a 5 mA / cm2, utilizando el sistema de
transferencia semiseca (Fastblot B43, Biorad, Goettingen, Alemania). Las transferencias se bloquearon con 5% en
peso / v de leche desecada desgrasada en PBS 0,1% de Tween-20 y se sondaron con anticuerpos especificos para
p53, CD3, Akt, Akt fosforilada y actina (todas diluidas a 1:1000; Akt, p-Akt eran de Cell Signalling Technology,
Boston, MA; CD3, p53 y actina eran de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), seguido de la incubacién con un
anticuerpo secundario (ECL de burro anti-conejo marcado con HRP, GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido). La deteccion se realizé mediante quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare)

Induccion del melanoma en ratones C57BL/6 ratones y tratamiento con farmacos

Con el fin de inducir el tumor primario a 2 x 10° células de melanoma B16 se inyectaron por via subcutanea (s.c.) en
la region lumbosacra dorsal derecha de ratones C57BL / 6 singénicos. Se observd el crecimiento del tumor a diario,
y el tratamiento farmacoldgico se inicid desde el primer dia "10 después de la implantacion. Soluciones frescas de
Saq y Sag-NO se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) a una dosis de 10 mg / kg de peso corporal durante 15 dias
consecutivos. Se sacrifico a los ratones el dia 30, el crecimiento tumoral se determindé mediante mediciones
tridimensionales de tumores individuales de cada raton. El volumen del tumor se calculé como: [0,52 x a x b ?], en la
que a es el diametro mas largo y b es el diametro mas corto como se describié previamente (Maksimovic-lvanic et al.
2008).

Toxicidad Aguda

definir la toxicidad aguda de Saq y Saq NO, el compuesto de ensayo se administré i.p. a ratones CD1 a las dosis
Unicas de 250, 500, 1000 y 1500 mg / kg. Los grupos de control se trataron i.p. con vehiculo (DMSO puro; 100 pl/
raton). Cada grupo estaba formado por 10 ratones. La mortalidad se evalué cada hora durante las primeras 4 horas
y después cada 10 horas hasta 14 dias después de la dosificacion.

Analisis estadistico
La significacion de las diferencias entre diversos tratamientos se analiz6 mediante ANOVA seguido de la prueba de
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Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples. Un valor p inferior a 0,05 se considerd significativo-
Resultados
Saq-NO disminuyo fuertemente la viabilidad del tumor pero no las células primarias

El efecto de la SAC y de Sag-NO se evalué sobre la viabilidad de las distintas lineas celulares humanas
transformadas (adenocarcinoma cuello uterino HelLa, BT20 y HCC 1419 de carcinoma de mama, PC-3 de carcinoma
de prostata) y roedores (C6 astrocitoma de rata y B16 de melanoma de ratén), como se asi como las células no
transformadas primarias (astrocitos primarios de rata y fibroblastos de ratén). Como evaluado mediante el ensayo de
cristal violeta (Fig.2A, 2B) y la respiracion mitocondrial (no mostrado), ambos compuestos presentan un fuerte
potencial antitumoral. El compuesto modificado por NO fue mas eficiente, con el valor ICso de dos a cuatro veces
mas bajo que el farmaco original. Curiosamente, el aumento adicional de las concentraciones Sag-NO no disminuyd
mas aun mas la viabilidad.. Ademas, Sag-NO no afectd a la viabilidad de los astrocitos y fibroblastos primarios no
transformados, mientras que dosis de IC50 de Saq era altamente toxicas (Fig.2C). Por lo tanto, era evidente que la
unién de NO en el compuesto parental fuertemente reforzada su potencial tumoricida y casi totalmente abrogada su
toxicidad contra las células primarias. Para delinear los mecanismos citotoxicos de las dos preparaciones diferentes
Sagq utilizamos lineas celulares de roedores C6 y B16 como representante.

Saq-ND Liberacion cantidad insignificante de NO. Mejora observada de la accion tumoricida Saq después de su
modificacién quimica podria ser la consecuencia de la cantidad y la cinética de liberacién de NO. Con el fin de
evaluar la magnitud de la liberacion de NO por el farmaco, la acumulacion intracelular de NO y su liberacion en los
sobrenadantes del cultivo celular después de 24 h de incubacion de las células tumorales se midi6 en presencia de
Saqg-NO. Sorprendentemente, a diferencia de otros farmacos modificados con NO, el tratamiento con Sag-NO indujo
liberacion intracelular menor de NO tanto en las células B16 como en C6 (Fig. 3A). De forma concordante se
observd una insignificante liberacion de NO en los sobrenadantes de cultivos celulares (Fig. 3B). Estos datos
sugieren que la menor cantidad de NO liberado del farmaco no puede ser directamente responsable de la toxicidad
inducida por farmacos contra las células malignas y que dicha modificacion estructural del farmaco parental daba un
perfil farmacolégico cualitativamente nuevo, muy distinto de otros compuestos donantes de NO.

La actividad antitumoral de Saq-NO se baso principalmente en la actividad citostatica

En los siguientes experimentos, se compard la capacidad de Saq y Sag-NO para inducir diferentes tipos de muerte
celular. Primero se analizé la presencia de necrosis mediante el ensayo de liberacion de LDH. La prueba se basa en
la caracteristica de las células necréticas para la liberacién de LDH en el sobrenadante de células debido a dafios en
la membrana celular. Como se ve en la figura 4A, el tratamiento de las células C6 y B16 Saq indujo liberacion de
LDH en ambas lineas celulares de un modo dependiente de la dosis, lo que sugiere la importancia de la muerte
celular necrética como mecanismo primario o secundario de acciéon del farmaco. Sin embargo, se detecté un
porcentaje significativo de citotoxicidad C6 solamente tras la dosis mas alta de tratamiento con Sag-NO, lo que
indica que la necrosis no es responsable de la actividad antiglioma observada del nuevo compuesto. Por otro lado,
en células de melanoma se detect6 liberacion de LDH dependiente de la dosis tras todas las dosis analizadas del
tratamiento con Sag-NO (Fig. 4A). Por otra parte, Sag-NO indujo citotoxicidad significativa incluso a la dosis méas
baja analizada, lo que indica una mayor sensibilidad de B16 a Sag-NO que a Sag. Ademas, no pudo detectarse una
liberacion significativa de LDH antes de 18 horas de exposicion al farmaco (2,3% en los controles frente al 6,2% en
cultivos tratados con Sag-NO 18,8 uM), lo que indica que la necrosis es mas bien la consecuencia que el principal
mecanismo de accion del farmaco. Para investigacion adicional, se selecciond la dosis de 18,8 uM de Sag-NO que
reducia la viabilidad celular de aproximadamente 50% en C6 y 70% en B16 y se compard con la misma dosis de
Sagq. En vista del hecho de que las células B16 y C6 se conocen como células propensas a autofagia, se evalud la
contribucion de la autofagia en los efectos anti-tumorales de ambos farmacos. Ni Sag-NO ni Saq aumentaron la
cantidad de vesiculas &cidas en el citoplasma de las dos lineas celulares destaco la ausencia de autofagia como
proceso de muerte o de rescate (Fig.4B).

A continuacion, se evalu6 la influencia de los farmacos sobre la distribucion del ciclo celular. Las células tratadas con
Saqg no mostraron una distribucién considerablemente diferente de la de las células control no tratadas (Fig.4C). En
los cultivos de células C6 Saqg-NO aumenté ligeramente el porcentaje de células en el compartimiento subG e
indujeron una parada particularmente marcada en Go/Gi (Fig. 4C, , panel izquierdo). En paralelo, el mismo
tratamiento de las células B16 produjo apoptosis estadisticamente significativa y la acumulacién de células en fase
G2/ M del ciclo celular (Fig.4C, panel derecho). El bloqueo del ciclo celular dominante seguido con una pequefna
presencia de la apoptosis, ausencia de autofagia y muerte celular necrética en las células de glioma plante6 la
posibilidad de que la inhibicién de la proliferacién en vez de la inducciéon de la muerte celular es el mecanismo
responsable de las propiedades antitumorales de Sag-NO. El predominio de la actividad citostatica del farmaco se
confirmd mediante tincion CFSE. Mientras que aproximadamente el 90% de las células de control se divide después
de 48 h, tras el tratamiento con Sag-NO menos del 10% de las células pueden proliferar (Fig.4D, panel izquierdo).
Las células B16, que sobrevivieron el tratamiento con Sag-NO, mostraron disminucion del potencial de division, asi
como las células C6, lo que sugiere la prioridad de este mecanismo en la accién de los compuestos. Adicionalmente,
mientras que la retirada Saq restaur6 principalmente la viabilidad de las células después de 24 horas, la eliminacion
de Sag-NO en las mismas condiciones tuvo como resultado una recuperacion muy leve, o que sugiere que la
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pérdida de capacidad proliferativa era permanente (Fig.4D, panel derecho). En resumen, estos resultados indican
fuertemente la capacidad citostatica superior de Sag-NO.

Saq-NO indujo diferenciacion de las células C6 y B16 neuroectodérmicas

La inhibicion de la proliferacion celular como resultado de tratamiento farmacoldégico se acompafid de una
transformacién morfolégica de las dos lineas celulares tumorales analizadas (Fig.5A). Para explorar mas a fondo si
las caracteristicas morfoldgicas se correlacionaron con cambios fenotipicos, los autores analizaron la expresion de
marcadores de diferenciacion en cultivos de células C6 y B16. En vista del hecho de que la expresion del marcador
oligodendrocitico, galactocerebrésido, estaba fuertemente regulada por aumento, mientras que la expresién de
GFAP estaba disminuida o sin modificar (Fig.5B, panel izquierdo), parece que las células C6 después del
tratamiento con Sagq, y particularmente con Sag-NO, adoptaron el fenotipo de los oligodendrocitos en lugar del de los
astrocitos. Por otro lado, el aumento del contenido en melanina y la actividad de la tirosinasa de las células B16 sé6lo
después del tratamiento con Saq (Fig.5B, panel derecho), y la transformacion morfolégica observada (Fig.5A, panel
derecho) indicaron que las células adquieren el fenotipo melanocitico. Por el contrario, junto a la transformacién
morfoldgica evidente desencadenada por Sag-NO, las células B16 mostraron una leve pero significativa disminucion
en la actividad de la tirosinasa y la cantidad de melanina sin cambios. En paralelo, dichas células mostraron una
elevacion moderada de la expresién de MBP (Fig.5B, panel derecho), lo que indica que las células B16 adoptaban el
fenotipo de las denominadas "células de tipo Schwann". Este proceso se describe en la literatura como
"transdiferenciacion” (Reed JA, 1999) y se presenta la etapa final antes de la involucién de los melanocitos.

De acuerdo a la relevancia de la expresion de ciclina D3 y de la p3, proteina supresora tumoral, en el desarrollo de
oligodendrocitos, su participacién en el proceso de diferenciaciéon desencadenado por los compuestos ensayados se
investigd después en las células C6 y B16. Después de 24 h de incubacion en la presencia de Saq y SagNO, la
expresion de ciclina D3 y de p53 se determind mediante ELISAc (Fig.5C, paneles superiores) e imunocitoquimica
(Fig.5C, paneles inferiores), la transferencia de tipo Western confirmé el mismo fendmeno solo 4h después de la
exposicion al farmaco (Fig.5C, paneles centrales). Mientras que el tratamiento de las células con Saq resulté en la
actividad regulada al alza de ciclina D3 y p53, Sag-NO afect6 a la expresion de p53 en mucho mayor grado que Saq,
mientras que la expresién de ciclina D3 en ambas lineas celulares no se ha cambiado considerablemente (Fig.5C).
Tomados en conjunto, la unién covalente de NO a Saq genero6 diferencias significativas de la actividad farmacolégica
a nivel intracelular.

Saq y Saq-NO regulan al contrario la via de sefalizacion de AKT. Esta bien documentado que la via de
sefalizacion de PI-3K-Akt es uno de los objetivos intracelulares mas importantes de Saq y otros inhibidores de la
proteasa de VIH, lo que podria ser relevante para sus propiedades tumoricidas pero también responsable de la alta
toxicidad observada de esta familia de farmacos. Teniendo en cuenta los datos anteriores sobre las propiedades
antitumorales conservadas del inhibidor de la proteasa del VIH modificado-Sag-NO y la ausencia de su toxicidad
contra las células normales, el préximo investigé la posible influencia del farmaco sobre la via de sefalizacion
mediada por Akt. Los resultados obtenidos indicaron claramente que Saq anulaba la expresion de p-Akt incluso en
esta dosis bastante ineficaz, mientras que, totalmente opuesta a ella, Sag-NO indujo una considerable fosforilacion
transitoria de AKT. Ambos farmacos, modificados y el compuesto original, demostraron un modo de accion similar en
las células B16 y C6, y los resultados obtenidos por ELISAc y transferencia de tipo Western se presentaron en las
células B16 como representante (Fig.6A, 6B). Ademas, el tratamiento de las células con inhibidor especifico de
aguas arriba PI-3 quinasa, 3-MA, o un inhibidor de Akt, AKT VI, resulté en mayor disminucion de la viabilidad celular
del tumor (Fig.6B). Los resultados indicaron claramente que la actividad anti-tumoral conservada e incluso
potenciada del compuesto modificado con NO no estaba mediada por la inhibicién ni la regulacién positiva de la
actividad de Akt. Por otra parte, la potenciacién de la actividad de Akt presenta una sefial de proteccién y podria ser
un candidato principal para la falta de la toxicidad en células primarias expuestas a este compuesto modificado con
NO.

Saq y Saq-NO redujeron el crecimiento de melanoma B16 en ratones C57BL/6 singénicos. Con el fin de
investigar y comparar las propiedades antitumorales in vivo del compuesto parental y recién generado, las células
tumorales B16 se inocularon s.c. en ratones C57BL / 6 singénicos y después se trataron i.p. con Saq o Sag-NO. El
tratamiento farmacoldgico se inici6 10 dias después de la induccion de tumores y se prolongd durante 15 dias
consecutivos. Como se ve en la figura 7, en la autopsia (dia 30 posterior a la exposicién tumoral) todos los animales
control desarrollaron tumores sélidos. En el grupo tratado con Sagq, 3/9, los animales desarrollaron tumores, pero con
un volumen significativamente reducido. Finalmente, s6lo se observ6 un tumor en el grupo tratado con Sag-NO. En
paralelo, los animales que recibieron Saq mostraron una notable pérdida de peso corporal (10% del peso corporal
inicial) y 4 animales sin tumores mostraron una fuerte inflamacién del peritoneo. Por otra parte, no se observaron
signos visibles de toxicidad tras el tratamiento con Sag-NO; ademas, los animales aumentaron su peso corporal
(13% del peso corporal inicial).

Toxicidad in vivo de Saq y Saq NO

Aunque no se observd mortalidad a ninguna de las dosis analizadas de Sag-NO, Saq fue capaz de inducir el 100%
de letalidad a la dosis de 1.500 18 a 144 horas (media =+ SD = 65 + 58), 30% a la dosis de 1.000 mg / kg y 20% a la
dosis de 500 mg / kg en un plazo de 24 horas después de la administracién.
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Discusion

Recientemente se ha mostrado que los IP-VIH, ademés de su capacidad para inhibir la principal proteasa del VIH,
poseian fuertes caracteristicas anti-tumorales. Los IP-VIH pueden inhibir el crecimiento de numerosos tipos de
lineas de células tumorales, tales como el mieloma multiple, liposarcoma SW872, carcinoma de vejiga T24,
carcinoma de pulmén A549, U373 glioblastoma, células de leucemia Jurkat, células de cancer de prostata DU-145 y
PC-3, células de leucemia mielocitica humana NB4 y HL-60 y sarcoma de Kaposi (Chow et al. 2006, Pajonk et al.
2002, lkezoe et al. 2004, lkezoe et al. 2000, Gills et al. 2007). Ademas, dichos farmacos pudieron disminuir la
incidencia y estimular la regresién del sarcoma de Kaposi, y ampliar la eficacia terapéutica de la radio y
quimioterapia de los canceres de la cabeza, el cuello, la vejiga y de la préstata (Pajonk et al. 2002, Ikezoe et al.
2004, Sgadari et al. 2002, lkezoe et al. 2004, Gupta et al. 2005, Cuneo et al. 2007). Sin embargo, la administracién
de larga duracién de este tipo de farmacos provoca efectos adversos impredecibles como hiperbilirrubinemia,
hiperlipidemia o hipolipidemia, resistencia a la insulina y diabetes etc. (Sgadari et al., 2003).

El compuesto de la invencién, SAQ-NO, dio lugar a la potenciacion de las propiedades antitumorales y anulacion de
la toxicidad contra el tejido normal. Con mas detalle, el diferente modo de accién del farmaco recién sintetizado se
asocia con una potencia mas alta en la supresion del crecimiento de varias lineas celulares tumorales de roedores y
humanas. Por otra parte, la toxicidad hacia las células primarias se superé casi completamente. Si bien se considera
que la liberacion de NO a partir de otros compuestos donadores de NO es directa o indirectamente responsable de
su citotoxicidad (Rigas et al. 2004), Sag-NO libera sélo la cantidad minima de NO que no es lo suficientemente
fuerte como para ser citotoxica, pero en realidad podria ser el modulador de numerosos eventos intracelulares. La
limitacion de la expansién de células tumorales inducida por Saq es principalmente una consecuencia de la
induccion de la apoptosis (Ikezoe T et al 2004). Si bien este tipo de muerte celular programada es crucial para la
viabilidad disminuida de las células C6 y B16 expuestas a dosis mas altas de Saq, la contribucion de la muerte de
células tumorales (accidental o programada) en cultivo con el compuesto modificado es menor. En concordancia con
la disminucién evidente de la viabilidad de las células tumorales, se observé parada del ciclo celular y tincién de
CFSE confirm6 que la inhibicion de la proliferacion es crucial para la actividad anticancerigena de Sag-NO. De
acuerdo con esto, las células todavia eran incapaces de dividir incluso después de la retirada del farmaco, lo que
sugiere que perdida de propiedades proliferativas era permanente. En paralelo, el farmaco estimul6 una alteracion
morfoldgica significativa de las células C6 y B16, lo que indica la transformacion fenotipica de precursores malignos.
La capacidad de las células C6 y B16 para diferenciarse esta bien documentada. Dependiendo del estimulo, las
células C6 poseen capacidad de diferenciacion bidireccional. Por lo tanto, se demostré que tras la exposicion a la
antraquinona Aloe emodina, asi como a la aglutinina de Datura stramonium y estaurosporina, potente inhibidor de
PKC. Las células C6 se sometieron a diferenciacion hacia un linaje astocitico, mientras que otros agentes, tales
como saicosaponinas A y D aisladas de Bupleurum Radix estimularon la maduracion en oligodendrocitos (Mijatovic
et al. 2005 2005, Tsai et al. 2004, Sasaki et al. 2002, Kronfeld | et al. 1995). Las células B16, originadas a partir de
los mismos precursores embrionarios que C6, desencadenaron la hormona estimuladora de a melanocitos, y
radiacion ultravioleta Ay B, asi como agentes farmacolégicos tales forskolina, toxina del cdélera, isobutilmetilxantina,
acido retinoico, y el lipido manosileritritol, obtuvieron las caracteristicas de melanocitos primarios (Busca et al. 1996,
Busca et al. 1998, Valverde et al. 1993, Bennet et al. 1994, Ohguchi et al. 2004, Gruber et al. 1992, Zhau et al.
1999). De acuerdo con esto, la determinacién de la expresién de marcadores de la diferenciacion relevantes tras el
tratamiento con el compuesto parental o con el compuesto modificado con NO revel6 que las células C6 entraban en
el proceso de diferenciacion en oligodendrocitos. Se ha descrito previamente que algunos inhibidores de la proteasa
del VIH inducen preadipocitos y diferenciacién de las células de leucemia mielocitica humana (lkezoe et al 2000,
Chow et al 2006, Nguyen et al. 2000). Por otro lado, mientras que Saq indujo la diferenciacion de las células B16
hacia melanocitos, Sag-NO mostrd los efectos opuestos sobre la sintesis de melanina y la actividad de la tirosinasa.
Se encontré que algunas circunstancias dirigen las células B16 al proceso conocido como "transdiferenciacion" con
el resultado de Schwan como fenotipo (Slutsky et al. 2003). Se consideré que este perfil celular es en realidad el
punto final en la ruta de involucién de los melanocitos naturales (Reed JA et al. 1999). La regulacién por disminucién
de los marcadores melanociticos tras la exposicion a Sag-NO se vigilo y se observo expresion elevada de MBP, lo
que sugiere que este tratamiento empujaba a las células B16 directamente hacia la etapa final de la columna de vida
de los melanocitos,

Tokomonto et al (Yasuhito M. Tokumoto, Be'atrice Durand, 1 y Martin C. Raff, 1999) han establecido con anterioridad
la conexion entre la expresién de ciclina D3 y el desarrollo de oligodendrocitos estimulado por la retirada de PDGF ro
por el tratamiento hormonal de la tiroides. Se observé regulacién por aumento de ciclina D3, ciclina miembro de la
familia D mas ampliamente expresada en los mamiferos (Bartkova et al., 1998) en algunas lineas celulares de
mioblastos (Jahn et al.,1994; Kiess et al.,1995; Rao y Kohtz, 1995) y en la linea de leucemia promielocitica humana
HL 60 (Bartkova et al.,1998) en el proceso de diferenciacién. Ademas, la maduracién oligodendrocitica de células
madre multipotenciales inducida por la hormona tiroidea (Johe et al.,1996 Ahlgren et al.,1997; Barres et al.,1994;
Ibarolla et al.,1996) estaba estrechamente relacionado con la regulacién por aumento de D3 asi como un mayor
nivel de expresion de p53. El primero se describe en la literatura como molécula principal que conduce a las células
precursoras de linaje oligodendrocitico. La diferenciacion de las células C6 y B16 activadas por la Saqg, se
correlaciond con la acumulacién elevada de ciclina D3, que es probablemente la consecuencia de sus propiedades
inhibidoras del protesoma 26S (Pajonk, 2002). Por otro lado, el nivel de las ciclinas D3 no se vio afectado por Sag-
NO. Las discrepancias en la regulacion de p53 y ciclina D3 por los dos farmacos, pero con resultado similar de
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maduracion de las células tumorales abre la cuestion de la prioridad de la ciclina D3 en este proceso. Ademas, una
mayor cantidad de proteina p53 después de la exposicion a Sag-NO en ambas lineas celulares ensayadas en
comparacién con los cultivos tratados con el compuesto parental es compatible con los datos de papel fundamental
de la proteina p53 en la diferenciacion neuronal de células de tejido (Billon et al. 2004). 2004). De acuerdo con esto,
la actividad regulada al alza de p53 podria ser responsable de la diferenciacion Saq y especialmente Sag-NO
promovido observada de células C6 y B16 y el consiguiente desarrollo de las células en division y no malignas con el
fenotipo reconocible, oligodendrocitos y células de tipo Shwann.

Esta bien documentado que la actividad de los IP-VIH interfiere en la via de sefalizacién de PI-3K-Akt. Por ejemplo,
nelfinavir, amprenavir y saquinavir pudieron inhibir la actividad de Akt en numerosas lineas celulares, pero
mecanismo por el cual los farmacos mencionados obstruyen esta via todavia no esta claro (Gupta et al 2005). De
acuerdo con los datos anteriores, Saq regul6 por disminucion la fosforilacion de Akt en las células C6 y B16, lo que
se tradujo en una disminucién de la actividad de esta quinasa. La tasa de inhibicién de Akt se correlacion6 con la
regulacioén por disminucién de la viabilidad de las células tumorales, lo que indica la importancia de esta via de
sefalizacion de la actividad tumoricida del farmaco. Ademas, la menor actividad de Akt se pudo relacionar con la
capacidad de Saq para estimular la diferenciacion de células de melanoma en melanocitos. Se ha demostrado que
el agente elevador de AMPc forskolina induce la diferenciacion de las células B16 mediante la inhibicién de esta via
(Busca et al 1996). En contraposicion, el tratamiento de la B16 con Sag-NO indujo la activacion transitoria de Akt. Se
observo una activacion de Akt similar durante la diferenciacion de las células endoteliales, osteoblastos y mioblastos
(Marchetti et al., 2006, Raucci A et al. 2008, Horowitz JC et al. 2007). Curiosamente, la neutralizacién de Akt por el
inhibidor de Akt especifico o inhibidor de PI-3K aguas arriba tuvo como resultado una mayor disminucién de la
viabilidad celular. Los datos sugirieron que las propiedades antitumorales conservadas del compuesto modificado
con NO no fue una consecuencia de su capacidad para modular la fosforilacion de Akt. Esto es bastante contrario a
la actitud de que esta sefial presenta uno de los principales objetivos a través del cual Saq produjo su actividad
tumoricida. Ademas, Sag-NO, a través de una potente estimulacion temporal de Akt produjo una sefal protectora de
las células, lo que podria ser la causa de la falta de toxicidad del farmaco contra las células primarias. La
caracteristica del compuesto original, Saq, de regulacién por disminucién de la via de PI-3K- Akt afectd
espectacularmente a la propagacion de la sefal desencadenada mediante la unién al receptor de insulina, lo que
altera este proceso y provoca la resistencia a la insulina (Gupta et al, 1995) .Este es el evento basico que podria ser
responsable de uno de los efectos secundarios mas graves del compuesto. La falta de esta sefial de destruccién con
la caracteristica antitumoral conservada supone una gran ventaja del farmaco recién sintetizado en comparacién con
el compuesto parental. Ademas, el fuerte potencial antimelanoma in vivo de Sag-NO con ausencia total de toxicidad
confirmd in vivo que proporciona un poderoso motivo para la evaluacion de Sag-NO como un prometedor farmaco
anticanceroso.

Ademas, Sag-NO muestra una actividad anti-VIH in vitro sobre el % CCR y las cepas CSCR4 que es al menos tan
elevada como la de Saquinavir.

La adicién de un resto NO a otro inhibidor de la proteasa de estructura similar a Saquinavir (es decir, ritonavir y
nelfinavir) confiere propiedades favorables, similar a lo descrito anteriormente para Sag-NO.

Leyendas de las figuras.

Figura 1. Sintesis de Sag-NO.

Figura 2.Toxicidad celular de Sag-NO frente a Saq. Sag-NO regula por disminucion la viabilidad del tumor pero
no de las células primarias. Lineas celulares humanas (A) y (B) de roedores (1 x 10*células / pocillo) y células
primarias de roedor primarias / no transformadas (3 x 10*células / pocillo) (C) se expusieron a diferentes
concentraciones de Saq o Sag-NO durante 24 h. A continuacion se evalud la viabilidad celular mediante la
prueba de CV. Los datos se presentan como media = desviacion estandar de representantes de tres
experimentos independientes. * p <0,05, se refiere a los cultivos no tratados.

Figure 3. El tratamiento de las células tumorales con Sag-NO se sigui6 y se observé una liberacion
insignificante de NO. (A) se detecto NO intracelular mediante citometria de flujo de células tefiidas con DAF-FM
diacetato tras 24 horas de incubacién de las células sin (control) o con Sag-NO (18,8 uM). Las células tratadas
con GIT-27NO (75 uM) se utilizaron como control. (B) la acumulaciéon de nitritos en los sobrenadantes de los
cultivos celulares se detect6 tras 24 horas de incubacion de las células con las concentraciones indicadas de
Sag-NO. Los datos se presentan como las medias + SD de representantes de tres experimentos
independientes. *p < 0,05, hace referencia a cultivos sin tratar.

Figura 4.Sag-NO inhibié fuertemente la proliferacién de células con menor contribucién de muerte celular.(A)
Las células tumorales se incubaron con diferentes dosis de Saq o Sag-NO durante 24 h, y se analiz6 de
liberacion de LDH. Los resultados se calculan como se indica en los materiales y procedimientos y se presentan
como las medias * desviacion estandar de representantes de tres experimentos independientes (*p<0,05). Las
células tumorales se incubaron con 18,8 uM de Saq o Sag-NO. Después de 24 h de cultivo sin o con farmacos,
las células se tifieron con naranja AO (B) o PI (C) y se analizaron mediante citometria de flujo. Los datos se
presentan como las medias + SD de tres experimentos independientes. * p <0,05, se refiere a los cultivos no
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tratados. (D) Las células se tifieron con CFSE, se incubaron durante 48 h con 18,8 uM de Saq o Sag-NO y la
tasa de proliferacion se determind mediante citometria de flujo (paneles de la izquierda). Las células se
incubaron con 18,8 uM de Saq o Sag-NO durante 24 h. A continuacion, se retiraron o no los medicamentos de
las células y se incubaron durante 24 horas mas. La viabilidad celular se determin6 mediante la prueba de CV
después de 24 y 48 h de incubacion (paneles de la derecha). Los datos se presentan como las medias + SD de
tres experimentos independientes. * p <0,05, se refiere a los cultivos no tratados.

Figura 5. Saq y Sag-NO inducen la diferenciacién de las células C6 y B16. Las células C6 y B16 se incubaron
durante 24 h con 18,8 uM de Saqg o Sag-NO. La morfologia celular se evalué mediante microscopia éptica (A).
Los marcadores de la diferenciacion celular de las células B16 y C6, galactocerebrésido, GFAP y MBP, se
determinaron mediante un ELISA competitivo y de la actividad de la tirosinasa y melanina y se determinaron
como se describe en materiales y procedimientos (B). La expresion de ciclina D3 y de p53 se evalu6 mediante
ELISAc (C, paneles superiores), inmunocitoquimica (C, panel central) y transferencia de tipo Western (C, panel
inferior). Los resultados se presentan como las medias + SD de tres experimentos independientes. * p <0,05, se
refiere a los cultivos no tratados.

Figura 6. Saq y Sag-NO regulan al contrario la actividad de Akt. Las células B16 (A) se incubaron con 18,8 uM
de Saq o Sag-NO y la actividad de Akt se evalué mediante ELISAc y los datos se presentan como las veces de
aumento respecto a los valores obtenidos en los cultivos de control no tratados (*p<0,05). Los efectos de Sag-
NO se confirmaron mediante transferencia de tipo Western (B) en los puntos de tiempo indicados.(C) Las
células B16 (1 x 10*células / pocillo) se incubaron durante 24 h con 18,8 uM de Sag-NO con o sin Akt VI (50 o g
/ ml) o 3-MA (1 mM) y la viabilidad celular se evalu6 mediante MTT. Los datos se presentan como las medias *
SD de tres experimentos independientes. * p <0,05, se refiere a los cultivos no tratados.

Figura 7.Saq y Sag-NO inhibieron el crecimiento del melanoma en ratones C57BL / 6. Los tumores se indujeron
por implantacion subcutanea de 2,5 x 10° células de melanoma B16 y Saq o Saq-NO se inyectaron i.p, durante
15 dias consecutivos a partir del dia 10 después de la implantaciéon del tumor. Los volimenes tumorales se
determinaron 30 dias después de la implantacion del tumor, como se indica en Materiales y procedimientos.
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REIVINDICACIONES

1. Esteres nitricos de los inhibidores de la proteasa del VIH en los que los inhibidores de la proteasa del VIH son
seleccionados de saquinavir, ritonavir, nelfinavir.

2. Ester nitrico de Saquinavir acuerdo con la reivindicacién 1, de férmula |

o
X
hoQ
—
N N N N
o) . ONO
NH,

.l

H

Saquinavir-NO
sus sales no toxicas, solvatos, formas polimérficas y/o o cristalinas polimérfica.

3. Composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de las reivindicaciones 1-2, en mezcla con
10 portadores / excipientes adecuados.

4. Los compuestos de las reivindicaciones 1-2, para su uso en el tratamiento de tumores o infecciones por el VIH.

5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para su uso en el tratamiento de pacientes
afectados por tumores y / o infecciones de VIH que comprende la administracion a dichos pacientes de una cantidad
eficaz de dichos compuestos
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Figura 4
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Figura 6
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