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ES 2 525833 T3

DESCRIPCION

Supresion del crecimiento del cancer y la metastasis mediante el uso de derivados de acido nordihidroguayarético
con 7-hidroxiestaurosporina

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al uso de los derivados de &acido nordihidroguayarético, acido tetra-O-metil
nordihidroguayarético (MsN) o acido maltosa-tri-O-metil nordihidroguayarético (maltosa-M3N) junto con 7-
hidroxiestaurosporina (UCN-01) para tratar el cancer como se define en las reivindicaciones, prevenir la metastasis,
y prolongar la vida de un mamifero que padece un tumor. La descripcién también se refiere al uso de los derivados
de acido nordihidroguayarético como protectores celulares.

Antecedentes

La carcinogénesis es un suceso de mlltiples etapas afectado por una diversidad de factores genéticos y
epigenéticos, y esta tipificada por la apariciéon de un crecimiento celular descontrolado originado en diferentes
tejidos. Un objetivo universal para la investigacion contra el cancer se basa en el desarrollo de un tratamiento clinico
que sea muy eficaz en la restriccion del crecimiento tumoral, atoxico para el hospedador, y que sea asequible para la
mayoria de los pacientes. Los farmacos que inhiben objetivos que son exclusivos de las células en division, en
particular de las células en division de una manera descontrolada, son un paradigma ideal para los agentes
quimioterapicos, y cuanto mayor sea la especificidad hacia las células que se estan dividiendo de una manera
descontrolada, menor sera el riesgo de efectos secundarios concomitantes.

Los inventores y colegas han informado previamente que el acido tetra-O-metil nordihidroguayarético (MsN), también
conocido como EM1421 y terameprocol, un derivado sintetizado semi-quimicamente del acido nordihidroguayarético
(NDGA) poseia actividades antivirales (1, 2) y antineoplasicas (3) en células cultivadas, en modelos de raton (3, 4), y
en xenoinjertos humanos en ratones atimicos (5). Como inhibidor de la transcripcion, MsN inhibe la expresion de cdk
regulada por Sp1 y provoca la detencion del ciclo celular en la fase G2 del ciclo celular (3, 4). Se ha demostrado que
la sobreexpresion de Sp1 tiene un papel significativo en el desarrollo y la progresion del cancer gastrico (6, 7). Se
examino la seguridad y la posible capacidad tumoricida de MsN para pacientes humanos por medio de aplicaciones
intralesionales (8) o topicas (9). Actualmente se esta sometiendo a M4N a ensayos clinicos de fase I/l en pacientes
mediante infusion intravenosa (10). Los datos de los ensayos clinicos, hasta ahora, han indicado que MsN ha tenido
una eficacia antineoplasica sustancial. Sin embargo, los datos también han indicado que seria deseable si se
pudiera hallar la manera de fortalecer la actividad antineoplasica del farmaco, ya que la eficacia tumoricida de este
farmaco no es lo suficientemente fuerte en la mayoria de los casos. Existen muchos informes que indican que los
regimenes farmacoldgicos de combinacidon basados en varios farmacos antineoplasicos son eficaces para el
tratamiento de ciertos tipos de canceres (11, 12). En este estudio se exploraron los posibles tratamientos
antineoplasicos farmacolégicos de combinacion basados en M4N, y se investigd el fundamento mecanistico para una
terapia antineoplasica eficaz. Esta aceptado de manera generalizada que la inhibicion de la muerte celular es una
etapa necesaria en la transicion desde las células normales hasta las células cancerosas, y la mayoria de las
terapias del cancer ejercen su efecto invirtiendo indirectamente este proceso (13, 14). Se sabe que las mitocondrias
son un elemento clave en los mecanismos de la muerte celular. Se considera que la activacion de Apaf-1, caspasa-9
y -3, e ICAD (DFF45) por la salida del citocromo ¢ de la mitocondria es el mecanismo mas importante para la
induccion de la apoptosis (15). Normalmente, la despolarizacion del potencial de la membrana mitocondrial
acompafa a la activacion de la sefial de muerte celular en las mitocondrias (16, 17). En muchas células cancerosas,
el potencial de la membrana mitocondrial esta hiperpolarizado en vez de despolarizado, lo cual es una de las
muchas indicaciones que implican que el mecanismo de muerte celular a nivel mitocondrial a menudo esta alterado
en el cancer (13, 14). Por esta razon, es bastante comprensible por qué muchos esfuerzos en el desarrollo de
farmacos antineoplasicos se centran en la normalizacién de la ruta de la muerte celular asociada a las mitocondrias
(18-20). Las proteinas de la familia Bcl-2, que son pro-apoptéticas o anti-apoptoticas, regulan la muerte celular a
nivel mitocondrial (21). BNIP-3 es una proteina que pertenece a la familia de proteinas Bcl-2. Esta proteina es una
proteina pro-apoptética que se considera que actia como mediador en la sefial de muerte celular a través de las
mitocondrias en condiciones de estrés, muy en particular en condiciones hipdxicas. Debido a que las células
cancerosas a menudo estan expuestas a condiciones hipdxicas, ya que con frecuencia los tumores no reciben un
suministro de oxigeno sanguineo suficiente, el estudio de esta proteina particular es muy importante para entender
la patologia del desarrollo y la prevencién del cancer.

En afios recientes, muchos investigadores del cancer han investigado exhaustivamente la autofagia y la muerte
celular, al considerar que la explotacion de estos dos mecanismos fisiolégicos es crucial para establecer regimenes
terapéuticos antineoplasicos eficaces (27, 28). En la bibliografia existen pruebas claras a partir de los fenotipos de
los ratones mutantes, y de las células derivadas de los ratones, de que la autofagia funciona para mantener la
supervivencia celular, en particular durante el estrés (29-36). También esta claro que existe una interaccion funcional
entre la autofagia y las rutas de muerte celular (37, 38). En respuesta al estrés metabdlico, la autofagia puede
retrasar la muerte celular por apoptosis, y, en las células deficientes de apoptosis, la inactivacion de la ruta de
supervivencia mediante autofagia estimula la muerte celular necroética in vitro y en tumores in vivo (29, 31, 38).
Considerando este progreso reciente en la investigacion del cancer, en este estudio se abordaran las perspectivas
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mecanisticas de la muerte celular y de la autofagia para establecer regimenes farmacolégicos de combinacion
eficaces basados en MsN.

El documento WO-A-2009/089366 describe el uso de una combinacion de acido nordihidroguayarético (NDGA) o sus
derivados, preferiblemente MsN o maltosa-MsN, en combinacién con un inhibidor metabdlico para el tratamiento o la
prevencion del cancer, que incluye prevenir o inhibir el crecimiento tumoral y prevenir la metastasis tumoral.

El documento US 2008/207532 enseiia que los derivados de NDGA resuelven el problema de la resistencia a
farmacos asociada a muchos farmacos citotoxicos.

El documento US 5 541 232 informa de que la combinacion de NDGA o analogos y un agente antineoplasico puede
superar la multi-resistencia a farmacos (MDR) o incrementar la eficacia del agente antineoplasico.

Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud de patente provisional de EE.UU. 61/306.680, presentada el 22 de
febrero de 2010.

Sumario

Como se expone en la presente memoria, se ha usado acido tetra-O-metil nordihidroguayarético M4sN y acido
maltosa-tri-O-metil nordihidroguayarético en combinacién con 7-hidroxiestaurosporina para producir resultados
excelentes en el tratamiento de tumores, lo que incluye una supervivencia prolongada de los pacientes asi como una
citotoxicidad hacia las células cancerosas. Los derivados de acido nordihidroguayarético (NDGA) se pueden
representar mediante la férmula I:

R;
CHy,
Ry
Ry
RE '
o

En la que R1 Rz R3 y R4 representan independientemente hidroxilo, un alquilo o alcoxi inferior de cadena lineal o
ramificada, un residuo de aminoacido, un residuo de aminoacido sustituido, un anillo heterociclico de 5 6 6 miembros
que contiene nitrégeno o un residuo de sacarido; y el residuo de aminoacido, residuo de aminoacido sustituido, anillo
heterociclico de 5 6 6 miembros que contiene nitrégeno o residuo de sacarido estan unidos opcionalmente al anillo
fenilo mediante un ligador de un atomo de oxigeno y 1-10 atomos de carbono, y una cantidad eficaz de 7-
hidroxiestaurosporina.

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de acido tetra-O-metil nordihidroguayarético (M4N) o acido maltosa-tri-O-metil nordihidroguayarético (maltosa-
MsN) y una cantidad eficaz de 7-hidroxiestaurosporina.

En una realizaciéon especifica, la composicion farmacéutica comprende el derivado de NDGA acido tetra-O-metil
nordihidroguayarético (MsN). En otra realizacion especifica, la composicion farmacéutica comprende el derivado de
NDGA maltosa MsN.

También se proporciona una cantidad eficaz de la composiciéon farmacéutica anteriormente descrita para el uso para
tratar un tumor en un mamifero.

El mamifero puede ser cualquier mamifero que padece un tumor susceptible de tratamiento, por ejemplo un ser
humano, primate distinto de ser humano, gato, perro, ratén, etc. El tumor es un tumor sélido o hematolégico, benigno
o maligno (metastasico o no metastasico), seleccionado de canceres de mama, higado, préstata, ovario y colon, o
glioblastoma. El tratamiento es especialmente adecuado para el tratamiento del cancer metastasico y no
metastasico.

También se proporciona una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica anteriormente descrita para el uso para
prevenir o inhibir el crecimiento tumoral en un animal.

En una realizaciéon especifica, el derivado de NDGA es acido tetra-O-metil nordihidroguayarético (MsN). En otra
realizacion especifica, el derivado de NDGA es maltosa MsN (90).

El mamifero puede ser cualquier mamifero que padece un tumor susceptible de tratamiento, por ejemplo un ser
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humano, primate distinto de ser humano, gato, perro, raton, etc.

El tumor es un tumor sélido o hematolégico, benigno o maligno (metastasico o no metastasico), seleccionado de
canceres de mama, higado, prostata, ovario y colon, o glioblastoma. El tratamiento es especialmente adecuado para
el tratamiento del cancer metastasico y no metastasico.

También se proporciona una cantidad eficaz de la composiciéon farmacéutica anteriormente descrita para el uso para
prevenir la metastasis tumoral en un mamifero.

En una realizaciéon especifica, el derivado de NDGA es acido tetra-O-metil nordihidroguayarético (MsN). En otra
realizacién especifica, el derivado de NDGA es maltosa MsN.

El mamifero puede ser cualquier mamifero que padece un tumor susceptible de tratamiento, por ejemplo un ser
humano, primate distinto de ser humano, gato, perro, raton, etc.

El tumor es un tumor sélido o hematolégico seleccionado de canceres de mama, higado, préstata, ovario y colon, o
glioblastoma. El tratamiento se puede administrar solo o como un adyuvante para la cirugia, p.€j. antes de la cirugia,
por ejemplo, para reducir el tamafo del tumor, y/o tras la cirugia para reducir la posibilidad de metastasis, p.gj.
mediante la inhibicion del crecimiento y la migracion de células tumorales circulantes a través del torrente sanguineo.

También se describe un método para prolongar la vida de un mamifero que tiene un tumor maligno, y dicho método
comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de acido nordihidroguayarético (NDGA) o un derivado del
mismo de férmula I:

W)

en la que Ry Rz R3 y R4 representan independientemente hidroxilo, un alquilo o alcoxi inferior de cadena lineal o
ramificada, un residuo de aminoacido, un residuo de aminoacido sustituido y un residuo de sacarido; y el residuo de
aminoacido, residuo de aminoacido sustituido o residuo de sacarido estan unidos opcionalmente al anillo fenilo
mediante un ligador de un atomo de oxigeno y 1-10 atomos de carbono; y una cantidad eficaz de 7-
hidroxiestaurosporina.

En un aspecto especifico, el derivado de NDGA es acido tetra-O-metil nordihidroguayarético (MsN). En otro aspecto
especifico, el derivado de NDGA es maltosa MsN. En otros aspectos especificos, R1, Rz, R3 y R4 son idénticos y
representan grupos alcoxi inferiores de cadena lineal o ramificada o residuos de aminoacidos que se dan de manera
natural.

El mamifero puede ser cualquier mamifero que padece un tumor susceptible de tratamiento, por ejemplo un ser
humano, primate distinto de ser humano, gato, perro, raton, etc.

El tumor puede ser un tumor solido o hematolégico, tal como, por ejemplo, canceres de mama, prostata, cuello del
utero, ovario, colon, cerebro, pancreas y pulmon, leucemias y linfomas, y otros tumores mencionados anteriormente
en la presente memoria. Los expertos en la técnica podran determinar mediante experimentacion rutinaria los tipos
de tumores que son susceptibles de tratamiento.

También se ha descubierto, tal como se detalla mas adelante, que MsN ejerce un efecto protector en las células
normales en estados de enfermedad, y es capaz de proteger a las células normales de los compuestos por otra
parte toxicos durante la quimioterapia. Por lo tanto, otro aspecto de la descripcién es un método para prevenir la
muerte celular dependiente de caspasa en un sujeto que padece una enfermedad o trastorno, y dicho método
comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de MsN a dicho sujeto. En un aspecto, la enfermedad o el
trastorno es infarto de miocardio. En otro aspecto, la enfermedad o el trastorno es cancer. En un aspecto especifico,
la muerte celular dependiente de caspasa provocada por un agente quimioterapico se previene mediante la
administracion de MsN.

Formulaciones y administracion adecuadas para aplicacion 1V, IP, tépica y oral.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion son utiles para el diagnéstico, prondstico, profilaxis o
tratamiento de una afeccion. Por lo tanto, las composiciones de acuerdo con la invencion son Utiles como farmaco o
como informacién para la modificacion estructural de compuestos existentes, p.ej., mediante el disefio racional de
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farmacos. Los compuestos y métodos de la invencion son Utiles para compuestos de cribado que tienen efecto sobre
una diversidad de afecciones.

Para los usos terapéuticos, las composiciones o agentes identificados mediante el uso de los métodos descritos en
la presente memoria se pueden administrar de manera sistémica, por ejemplo, formulados en un tampdn
farmacéuticamente aceptable tal como solucién salina fisioldgica. Las vias de administracion preferibles incluyen, por
ejemplo, las inyecciones subcutaneas, intravenosas, intraperitoneales, intramusculares, o intradérmicas que
proporcionan niveles continuos, sostenidos del farmaco en el paciente. El tratamiento de pacientes humanos u otros
animales se lleva a cabo en general mediante el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente
terapéutico de la invencion en un vehiculo fisiolégicamente aceptable. Los vehiculos adecuados y su formulacion se
describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences de E. W. Martin.

La cantidad del agente terapéutico a administrar varia dependiendo de la manera de administracion, la edad y el
peso corporal del sujeto/paciente, y con los sintomas y la afeccion del sujeto. Un compuesto se administra a una
dosis que consigue mejor los objetivos médicos con los minimos efectos secundarios correspondientes.

Administracion

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion, que incluyen fragmentos biolégicamente activos, variantes, o
analogos de las mismas, se pueden administrar mediante cualquier via adecuada que incluye la intracraneal,
intracerebral, intraventricular, intratecal, intraespinal, oral, tdpica, rectal, transdérmica, subcutanea, intravenosa,
intramuscular o intranasal. En una realizacion, las composiciones se afiaden a un fluido fisiolégico retenido, tal como
liquido cefalorraquideo, sangre, o liquido sinovial. Las composiciones de la invencion pueden ser susceptibles de
inyeccion o infusion directa en un sitio de enfermedad o lesion.

Se pueden proporcionar composiciones para uso parenteral en formas farmacéuticas unitarias (p.ej., en ampollas de
dosis unitarias), o en viales que contienen varias dosis y en los que se puede afiadir un conservante adecuado. La
composicion puede estar en forma de una disolucién, una suspension, una emulsion, un dispositivo de infusion, o un
dispositivo de administracion para implante, o se puede presentar en forma de un polvo seco a reconstituir con agua
u ofro vehiculo adecuado antes del uso. La composicién puede incluir vehiculos y/o excipientes adecuados
parenteralmente aceptables.

En una aproximacion, se proporciona un compuesto terapéutico de la invenciéon en un implante, tal como una bomba
osmotica, o en un injerto que comprende células transformadas de manera adecuada. También se pueden
proporcionar métodos de introduccion mediante dispositivos recargables o biodegradables. Se han desarrollado y
ensayado diversos dispositivos poliméricos de liberacion lenta para la administracion controlada de farmacos, que
incluyen productos biofarmacéuticos proteicos. Se puede usar una diversidad de polimeros biocompatibles (que
incluyen hidrogeles), que incluyen polimeros tanto biodegradables como no degradables, para formar un implante
para la liberacién sostenida de un factor bioactivo en un sitio objetivo particular.

En general, la cantidad de agente administrado de la invencion (dosis) se determinara de manera experimental de
acuerdo con la informacion y los protocolos conocidos en la técnica. En general, se administran agentes en el
intervalo de alrededor de 10 pg/kg a 100 mg/kg del receptor. Se pueden incluir otros aditivos, tales como
estabilizantes, bactericidas, y anti-fungicos. Estos aditivos estaran presentes en cantidades convencionales.

La administracién de un compuesto de la invencién se puede realizar mediante cualquier medio adecuado que dé
como resultado una concentracion del agente terapéutico que, combinado con otros componentes, sea eficaz para
mejorar, reducir, o estabilizar un déficit o trastorno. El compuesto puede estar contenido en cualquier cantidad
adecuada en cualquier vehiculo adecuado, y en general esta presente en una cantidad de un 1-95% en peso del
peso total de la composicién. La composicion se puede proporcionar en una forma farmacéutica que es adecuada
para la via de administracion parenteral (p.ej., subcutanea, intravenosa, intramuscular, o intraperitoneal).

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular segun la practica farmacéutica convencional (véase, p.gj.,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (202 ed.), ed. A. R. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 2000,
y Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, Nueva
York).

Formulacion de Composiciones Farmacéuticas

Como se indicé anteriormente, las composiciones de la invencidon se pueden administrar de manera parenteral
mediante inyeccion, infusion o implante (subcutaneo, intravenoso, intramuscular, intraperitoneal, o similares) en
formas farmacéuticas, formulaciones, o por medio de dispositivos de administracion o implantes adecuados que
contienen vehiculos y adyuvantes convencionales, atéxicos, farmacéuticamente aceptables. La formulacion y
preparacion de tales composiciones son muy conocidas para los expertos en la técnica de formulaciones
farmacéuticas. Se pueden hallar formulaciones en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, citado en la
presente memoria.

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden estar en una forma adecuada para
5
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inyeccion estéril. Para preparar tal composicion, la(s) composicion(es) se disuelve(n) o se suspende(n) en un
vehiculo liquido parenteralmente aceptable. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear
estan el agua, agua ajustada a un pH adecuado mediante la adicion de una cantidad adecuada de acido clorhidrico,
hidréxido sodico o un tampoén adecuado, 1,3-butanodiol, disolucion de Ringer, y disolucién isotonica de cloruro
sodico y disolucion de dextrosa. La formulacion acuosa puede contener también uno o mas conservantes (p.€j., p-
hidroxibenzoato de metilo, etilo o n-propilo).

Las formas farmacéuticas adecuadas se pueden formular para administracion oral, rectal, sublingual, mucosa, nasal,
oftalmica, subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, cefalorraquidea, intratecal, intraarticular,
intraarterial, subaracnoidea, bronquial, linfatica, e intra-uterina, y otras formas farmacéuticas para la administracion
sistémica de los ingredientes activos. En una realizacion preferida, la forma farmacéutica es adecuada para
inyeccion o administracion intravenosa.

Para preparar tales formas farmacéuticas, se mezclan intimamente uno o mas de los compuestos anteriormente
mencionados con un vehiculo farmacéutico segun las técnicas de produccion de compuestos farmacéuticos
convencionales. El vehiculo puede tener una amplia diversidad de formas dependiendo de la forma de la
preparacion deseada para la administracion.

Para las formulaciones parenterales, el vehiculo comprendera normalmente agua estéril, aunque se pueden incluir
otros ingredientes, por ejemplo, ingredientes que contribuyen a la solubilidad o la conservacién. También se pueden
preparar disoluciones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear agentes estabilizantes adecuados.

Al preparar las composiciones en una forma farmacéutica oral, se puede emplear cualquiera de los medios
farmacéuticos habituales. Asi, para las preparaciones orales liquidas, tales como, por ejemplo, suspensiones,
elixires y disoluciones, los vehiculos y aditivos adecuados incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes
aromatizantes, conservantes, agentes colorantes y similares. Para las preparaciones orales sélidas tales como, por
ejemplo, polvos, capsulas y comprimidos, los vehiculos y aditivos adecuados incluyen almidones, hidratos de
carbono, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes, agentes desintegrantes y similares. Debido a
su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma farmacéutica unitaria oral mas
ventajosa. Si se desea, los comprimidos se pueden revestir con hidratos de carbono o con un revestimiento entérico
mediante las técnicas habituales.

En ciertas aplicaciones, puede ser ventajoso utilizar el agente activo en una forma "vectorizada", tal como mediante
encapsulacion del agente activo en un liposoma u otro medio de encapsulacion, o mediante fijacion del agente
activo, p.ej., mediante formacion de enlaces covalentes, quelacion, o coordinacion asociativa, sobre una biomolécula
adecuada, tal como las seleccionadas de proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, y polisacaridos.

De acuerdo con la presente invencion, las formulaciones adecuadas para administracion oral se pueden presentar
en forma de unidades discretas tales como capsulas, obleas, comprimidos, o pastillas, y cada una contiene una
cantidad predeterminada del ingrediente activo en forma de un polvo o granulos. Opcionalmente, se puede emplear
una suspension en un licor acuoso o un liquido no acuoso, tal como un jarabe, un elixir, una emulsién, o una pocion.

Las formulaciones para uso oral incluyen comprimidos que contienen el/los ingrediente(s) activo(s) de la invencion
mezclados con excipientes farmacéuticamente aceptables. Tales formulaciones son conocidas para el técnico
experto. Los excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes o rellenos (p.ej., sacarosa, sorbitol, hidratos de
carbono, manitol, celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patata, carbonato calcico, cloruro
sodico, lactosa, fosfato calcico, sulfato calcico, o fosfato sédico); agentes de granulaciéon y desintegracion (p.gj.,
derivados de celulosa que incluyen celulosa microcristalina, almidones que incluyen almidén de patata,
croscarmelosa sodica, alginatos, o acido alginico); agentes aglutinantes (p.ej., sacarosa, glucosa, sorbitol, goma
arabiga, acido alginico, alginato sdédico, gelatina, almidén, almidén pregelatinizado, celulosa microcristalina, silicato
de magnesio-aluminio, carboximetilcelulosa sédica, metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, etilcelulosa,
polivinilpirrolidona, o polietilen glicol); y agentes lubricantes, deslizantes, y antiadhesivos (p.ej., estearato de
magnesio, estearato de zinc, acido estearico, silices, aceites vegetales hidrogenados, o talco). Otros excipientes
farmacéuticamente aceptables pueden ser colorantes, agentes aromatizantes, plastificantes, humectantes, agentes
tamponadores, y similares.

Segun sea adecuado, se puede hacer un comprimido mediante compresion o moldeado, o granulaciéon en humedo,
opcionalmente con uno o mas ingredientes secundarios. Los comprimidos mediante compresion se pueden preparar
comprimiendo en una maquina adecuada, con el compuesto activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos,
que opcionalmente se mezcla con un aglutinante, desintegrante, lubricante, diluyente inerte, agente tensioactivo o
agente de descarga. Los comprimidos moldeados que constan de una mezcla del compuesto activo en polvo con un
vehiculo adecuado se pueden hacer moldeando en una maquina adecuada.

Segun sea adecuado, se puede hacer un jarabe afiadiendo el compuesto activo a una disoluciéon acuosa
concentrada de un hidrato de carbono, por ejemplo sacarosa, a la que también se le puede afiadir cualquier
ingrediente(s) accesorio(s). Tal(es) ingrediente(s) accesorio(s) puede(n) incluir aromatizantes, conservantes
adecuados, agentes para retrasar la cristalizacion del hidrato de carbono, y agentes para incrementar la solubilidad
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de cualquier otro ingrediente, tal como un alcohol polihidroxilico, por ejemplo glicerol o sorbitol.

Las formulaciones adecuadas para administraciéon parenteral comprenden normalmente una preparacién acuosa
estéril del compuesto activo, que preferiblemente es isotonica con la sangre del receptor (p.ej., solucion salina
fisioldgica). Tales formulaciones pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes y liposomas u otros
sistemas microparticulados que se disefian para dirigir al compuesto a componentes sanguineos o a uno o mas
organos. Las formulaciones se pueden presentar en forma de dosis unitaria o de dosis multiple.

La administracién parenteral puede comprender cualquier forma adecuada de administracién sistémica o
administracion localizada. La administracion puede ser, por ejemplo, intravenosa, intra-arterial, intratecal,
intramuscular, subcutanea, intramuscular, intra-abdominal (p.ej., intraperitoneal), etc., y se puede efectuar mediante
bombas de infusiéon (externas o implantables) o cualquier otro medio adecuado apropiado para la modalidad de
administracion deseada.

Las formulaciones nasales y otras en aerosoles mucosos (p.ej. formas inhalables) pueden comprender disoluciones
acuosas purificadas de los compuestos activos con agentes conservantes y agentes isotdnicos. Tales formulaciones
se ajustan preferiblemente a un pH y un estado isoténico compatibles con las membranas mucosas nasales u otras
membranas mucosas. De manera alternativa, pueden estar en forma de polvos sodlidos finamente divididos
suspendidos en un vehiculo gaseoso. Tales formulaciones se pueden administrar mediante cualquier medio o
método adecuado, p.€j., mediante nebulizador, atomizador, inhalador de dosis medida, o similares.

Las formulaciones para administracion rectal se pueden presentar en forma de un supositorio con un vehiculo
adecuado, tal como manteca de cacao, grasas hidrogenadas o acidos grasos carboxilicos hidrogenados.

Las formulaciones transdérmicas se pueden preparar incorporando el agente activo en un vehiculo tixotropico o
gelatinoso tal como un medio celuldsico, p.ej., metil celulosa o hidroxietil celulosa, y la formulacién resultante se
envasa después en un dispositivo transdérmico adaptado para sujetarlo en contacto dérmico con la piel de un
usuario.

Ademas de los ingredientes anteriormente mencionados, las formulaciones de la invencién pueden incluir ademas
uno o mas ingrediente(s) accesorio(s) seleccionado(s) de disolventes, tampones, agentes aromatizantes,
aglutinantes, desintegrantes, agentes tensioactivos, espesantes, lubricantes, conservantes (que incluyen
antioxidantes), y similares.

Una formulacién de la presente invencién puede tener una liberaciéon inmediata, liberacién sostenida, liberacion de
inicio retardado o cualquier otro perfil de liberacién conocido para un experto en la técnica. Las composiciones
farmacéuticas segun la invencion se pueden formular para liberar el compuesto activo sustancialmente
inmediatamente tras la administracién o en cualquier momento o periodo de tiempo predeterminado tras la
administracion. El segundo tipo de composiciones se conocen en general como formulaciones de liberacion
controlada, que incluyen (i) formulaciones que crean una concentracion sustancialmente constante del farmaco en el
cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado; (ii) formulaciones que tras un intervalo de tiempo predeterminado
crean una concentracion sustancialmente constante del farmaco en el cuerpo durante un periodo de tiempo
prolongado; (iii) formulaciones que mantienen la accidon durante un periodo de tiempo predeterminado manteniendo
un nivel eficaz relativamente constante en el cuerpo con una minimizacién concomitante de los efectos secundarios
indeseables asociados a las fluctuaciones del nivel plasmatico de la sustancia activa (patrén cinético de dientes de
sierra); (iv) formulaciones que localizan la accién, p.ej., mediante la colocacién espacial de una composicion de
liberacion controlada adyacente o en el sistema nervioso central o liquido cefalorraquideo; (v) formulaciones que
permiten una dosificacion practica, de forma que se administran las dosis, por ejemplo, una vez cada una o dos
semanas; y (vi) formulaciones que seleccionan como objetivo el sitio de una patologia. Para ciertas aplicaciones, las
formulaciones de liberacidon controlada evitan la necesidad de administrar dosis frecuentes para mantener la
actividad enzimatica a un nivel terapéutico.

Se puede aplicar cualquiera de varias estrategias para conseguir una liberacién controlada en la que la velocidad de
liberacion tenga un peso mayor que la velocidad del metabolismo del compuesto en cuestion. En un ejemplo, se
obtiene la liberacion controlada mediante la seleccion adecuada de diversos parametros e ingredientes de la
formulacién, que incluyen, p.gj., diversos tipos de composiciones de liberacion controlada y revestimientos. Asi, el
agente terapéutico se formula con excipientes adecuados en una composicion farmacéutica que, tras la
administracion, libera el agente terapéutico de una manera controlada. Los ejemplos incluyen composiciones de
comprimidos o capsulas unitarias o multiples, disoluciones en aceite, suspensiones, emulsiones, microcapsulas,
microesferas, complejos moleculares, nanoparticulas, parches, y liposomas.

Las composiciones de la invencion se pueden incorporar en microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, liposomas,
o similares para la liberacion controlada. Ademas, la composicion puede incluir agentes de suspension,
solubilizantes, estabilizantes, agentes de ajuste del pH, agentes de ajuste de la tonicidad, y/o agentes dispersantes.
De manera alternativa, el farmaco activo se puede incorporar en vehiculos biocompatibles, implantes, o dispositivos
de infusion.

Los materiales para el uso en la preparacion de microesferas y/o microcapsulas son, p.ej., polimeros
7
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biodegradables/bioerosionables tales como poligalactina, poli-(cianoacrilato de isobutilo), poli(2-hidroxietil-L-
glutamina), y poli(acido lactico). Los vehiculos biocompatibles que se pueden usar al formular una formulaciéon
parenteral de liberacion controlada son hidratos de carbono (p.ej., dextranos), proteinas (p.ej., albumina),
lipoproteinas, o anticuerpos. Los materiales para el uso en implantes pueden ser no biodegradables (p.ej., polidimetil
siloxano) o biodegradables (p.ej., poli(caprolactona), poli(acido lactico), poli(acido glicélico) o poli(orto ésteres), o
combinaciones de los mismos).

Sales y Derivados

Las composiciones de la descripcion pueden comprender diversas sales farmacéuticamente aceptables, derivados
de éteres, derivados de ésteres, derivados de acidos, y derivados que alteran la solubilidad acuosa del compuesto
activo. La presente descripcion puede comprender todos los enantidmeros individuales, diastereémeros, racematos,
y otros isémeros de los compuestos de la descripcion. La descripcion también incluye todos los polimorfos y
solvatos, tales como hidratos y los formados con disolventes organicos, de este compuesto. Tales isémeros,
polimorfos, y solvatos se pueden preparar mediante métodos conocidos en la técnica, tales como mediante sintesis
regioespecifica y/o enantioselectiva y resolucion, basandose en la descripcion proporcionada en la presente
memoria.

Las sales adecuadas del compuesto incluyen las sales de adicion de acido, tales como las hechas con acido
clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, perclérico, sulfarico, nitrico, fosférico, acético, propidnico, glicdlico, lactico,
pirGvico, maldnico, succinico, maleico, fumarico, malico, tartarico, citrico, benzoico, carbdnico, cinamico, mandélico,
metanosulfénico, etanosulfénico, hidroxietanosulfénico, bencenosulfénico, p-tolueno sulfénico, ciclohexanosulfamico,
salicilico, p-aminosalicilico, 2-fenoxibenzoico, y 2-acetoxibenzoico; sales hechas con sacarina; sales de metales
alcalinos, tales como sales de sodio y potasio; sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y
magnesio; y sales formadas con ligandos organicos o inorganicos, tales como sales de amonio cuaternario.

Las sales adecuadas adicionales incluyen las sales de acetato, bencenosulfonato, benzoato, bicarbonato, bisulfato,
bitartrato, borato, bromuro, edetato calcico, camsilato, carbonato, cloruro, clavulanato, citrato, dihidrocloruro, edetato,
edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato, glicolilarsanilato, hexilresorcinato,
hidrabamina, hidrobromuro, hidrocloruro, hidroxinaftoato, yoduro, isotionato, lactato, lactobionato, laurato, malato,
maleato, mandelato, mesilato, metiloromuro, metilnitrato, metilsulfato, mucato, napsilato, nitrato, sal de N-
metilglucamina amonio, oleato, pamoato (embonato), palmitato, pantotenato, fosfato/difosfato, poligalacturonato,
salicilato, estearato, sulfato, subacetato, succinato, tanato, tartrato, teoclato, tosilato, trietyoduro y valerato del
compuesto de la presente descripcion.

También se describen los profarmacos y metabolitos activos de los compuestos de la descripcion.

Un profarmaco es un compuesto farmacoldgicamente inactivo que se convierte en un agente farmacolégicamente
activo mediante una transformacion metabdlica. In vivo, la(s) enzima(s) natural(es) actua(n) sobre un profarmaco, lo
que da como resultado la liberacion del agente farmacolégicamente activo. Se describen procedimientos
convencionales para la seleccion y preparacion de derivados de profarmacos adecuados, por ejemplo, en "Design of
Prodrugs", ed. H. Bundgaard, Elsevier, 1985.

Un metabolito activo es un compuesto que resulta del metabolismo de otro compuesto tras la administracion de este
ultimo a un sujeto. Los metabolitos se pueden identificar mediante métodos muy conocidos en la técnica.

La descripcion también comprende equipos, p.ej., para el tratamiento, diagnéstico, profilaxis o prondstico de una
enfermedad o lesién. En un aspecto, el equipo incluye una composicion de la invenciéon que contiene una cantidad
eficaz de un compuesto de la invenciéon en una forma farmacéutica unitaria. En ciertos aspectos, el equipo
comprende un recipiente o envase externo. El equipo puede comprender un recipiente estéril que contiene un
agente terapéutico; tales recipientes estériles pueden ser cajas, ampollas, botellas, viales, tubos, bolsas, envases de
tipo blister, u otras formas de recipientes adecuados conocidos en la técnica. Tales recipientes pueden estar hechos
de plastico, vidrio, papel laminado, hoja de metal, u otros materiales adecuados para albergar medicamentos.

En ciertos aspectos de los equipos, se proporciona una composicion de la invencion junto con instrucciones para
administrarla a un sujeto. Las instrucciones pueden incluir informacién sobre el uso y los efectos de la composicion.
En un aspecto, las instrucciones incluiran al menos uno de lo siguiente: descripcion de una composicion de la
invencion, calendario de dosis y protocolos de administracion, precauciones, advertencias, indicaciones,
contraindicaciones, informacion de sobredosis, reacciones adversas, farmacologia animal, estudios clinicos, y/o
referencias. Las instrucciones pueden estar impresas directamente sobre un recipiente (si esta presente), o como
una etiqueta aplicada en el recipiente, o como una hoja por separado, folleto, tarjeta, o carpeta suministrada en,
sobre o con el recipiente. Asi, las instrucciones pueden ser un articulo separado del equipo, o pueden estar
impresas, estampadas, moldeadas o pegadas de otra manera a otro articulo del equipo; las instrucciones pueden
estar impresas en un recipiente externo y también incluidas en forma de un articulo insertado en el equipo.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada y de las
reivindicaciones.
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Descripcion breve de los dibujos

Solamente las combinaciones de MsN con UCN-01 para el tratamiento del cancer de mama, préstata, colon,
hepatico u ovarico o glioblastoma estan de acuerdo con la invencion.

Figura 1. Induccion sinérgica de la muerte celular TUNEL-positiva mediante los tratamientos de combinacion de MsN
con etoposido, rapamicina, o UCN-01 en células LNCaP de cancer de prostata humano. A: Induccidn sinérgica de la
muerte celular mediante los tratamientos de combinacién de MsN con etopdsido, rapamicina, o UCN-01 en células
LNCaP. Las células LNCaP se trataron con MsN en combinacion con etopdsido, rapamicina o UCN-01,
respectivamente, a diversas concentraciones de farmacos. La muerte celular se midié mediante el ensayo TUNEL a
las 24 hrs (etopdsido, rapamicina) o 18 hrs (UCN-01) tras el tratamiento. Los datos se presentan como medias (+/-)
DE por ftriplicado. B: La representacion de Chou-Talalay para los tratamientos de combinacién de MsN con
etopdsido, rapamicina, o UCN-01 en células LNCaP. El indice de combinacion (IC)<1, +1, y >1 indica sinergia, efecto
aditivo, y antagonismo. C: La escision de caspasa-3, -7 y -9, e ICAD en células LNCaP tratadas mediante los
tratamientos de combinacion de M4N con etopdsido, rapamicina, o UCN-01. Las proteinas escindidas se detectaron
mediante transferencia de Western en células LNCaP tratadas durante 17 hrs. La concentracion de MsN, etopdsido,
rapamicina, y UCN-01 fue 80 uM, 10 uM, 10 uM, y 2 uM, respectivamente. Se us6 B-actina como control. E:
etoposido, Ra: rapamicina, U: UCN-01, M: MsN. D: Actividad enzimatica de caspasa-7 en células LNCaP tratadas
mediante los tratamientos de combinacién de MsN con etopésido, rapamicina, o UCN-01. La actividad enzimatica de
caspasa-7 se detectd en los extractos celulares de células LNCaP tratadas durante 13 hrs. (-): control, E: etopdsido,
Ra: rapamicina, U: UCN-01. E: El efecto de z-DEVD-fmk sobre la muerte celular TUNEL-positiva inducida mediante
el tratamiento de combinacion de MsN con etopdsido, rapamicina, o UCN-01. La muerte celular se midié a las 24 hrs
tras el tratamiento. La concentracion de z-DEVD-fmk, M4N, etopésido, rapamicina, y UCN-01 fue 50 uM, 80 uM, 10
MM, 20 pM, y 2 uM, respectivamente. F: El efecto de una construccion de PKCd negativa dominante sobre la muerte
celular TUNEL-positiva inducida mediante el tratamiento de combinaciéon de MsN con etopésido, rapamicina, o UCN-
01. La muerte celular se midi6 a las 24 horas tras el tratamiento. La concentracion de MsN, etopésido, rapamicina, y
UCN-01 fue 80 uM, 20 uM, 20 pM, y 2 uM, respectivamente.

Figura 2. A: La expresion de LC3B en células LNCaP tratadas con el farmaco de combinacién de MsN con
etoposido, rapamicina, o UCN-01, detectada mediante transferencia de Western. Se examiné la expresion de LC3B-I
y |l mediante transferencia de Western en células LNCaP tratadas con el tratamiento de combinacién de M4N con
tres farmacos diferentes (etopdsido, rapamicina, y UCN-01) durante 18 hrs en presencia o ausencia de Baflomicina
A1 (100 nM), un inhibidor de la degradacion de autofagosomas. La concentracion de MsN, etopdsido, rapamicina, y
UCN-01 fue 80 uM, 10 uM, 10 uM, y 2 pM, respectivamente. Se us6 B-actina como control. C: Control, E: etopodsido,
Rap: rapamicina, U: UCN-01, Baf: Baflomicina As. B: La expresiéon de LC3B en células LNCaP tratadas con el
farmaco de combinacién de MsN con etopésido, rapamicina, o UCN-01, detectada mediante microscopia confocal.
La expresion de LC3B se examiné mediante microscopia confocal para las células LNCaP tratadas con el
tratamiento de combinacién de MsN con tres farmacos diferentes (etopdésido, rapamicina, y UCN-01) durante 6 hrs
en presencia de Baflomicina A; (100 nM), un inhibidor de la degradacion de autofagosomas, y tefiidas con
anticuerpo anti-LC3B mediante una metodologia inmunocitoquimica. La tincion de LC3B se realizé6 mediante tincion
con FITC (verde). La concentracion de MsN, etopdsido, rapamicina, y UCN-01 fue 80 uyM, 10 uM, 10 uM, y 2 pM,
respectivamente. Para la imagen de control, véase la Figura 4A. Eto: etopdsido, Rap: rapamicina, U: UCN-01, M:
MsN, Baf: Baflomicina A;.

Figura 3. A: El efecto de MusN y la hipoxia sobre la expresion de HIF1a, BNIP3, BNIP3L, y Beclina-1. Se examiné la
expresion de HIF1a, BNIP3, BNIP3L, y Beclina-1 mediante transferencia de Western en células LNCaP tratadas con
MsN en condiciones norméxicas o hipdxicas durante 6 6 18 hr. La concentracion de MsN fue 80 uM. Se us6 -actina
como control. C: Control, M: MsN, Hip: condiciones hipdxicas. B: El efecto de MsN y la hipoxia sobre la expresion de
mARN del gen de BNIP3 a las 2 y 6 hrs tras el tratamiento. Se examind la expresion de mARN del gen de BNIP3
mediante transferencia de Northern en células LNCaP tratadas con MsN en condiciones normodxicas o hipdxicas
durante 2 6 6 hr. La concentracion de MsN fue 80 uM. Se usoé B-actina como control. C: Control, M: MsN, Hip:
condiciones hipoxicas. C: El efecto de MsN sobre el potencial de la membrana mitocondrial (AWy). El AWr, se midio a
las 5 hrs tras el tratamiento con M4N (80 uM) mediante el uso del colorante JC-1. Se calculé la proporcion de la
intensidad de la luz de emisién excitada mediante luz de 568 nm respecto de la de la luz de emisién excitada
mediante luz de 488 nm en cada pixel de las imagenes (la proporcién deberia indicar el potencial mitocondrial)
mediante el programa informatico de formacién de imagenes (Carl Zeiss, Thornwood, NY). En la figura, la proporcion
se mostré mediante un falso color. El color rojo indica una proporcion elevada (potencial elevado) mientras el azul
oscuro indica una proporcion baja (potencial bajo). De amarillo pasando por verde hasta azul claro representa una
proporcién media (potencial medio).

Figura 4. Efecto de los tratamientos de combinacién de M4N con etopdsido, rapamicina, o UCN-01 sobre la muerte
celular y la autofagia en células de cancer de mama humano MCF-7 y de cancer hepatico humano HepG2. A:
Induccion sinérgica de la muerte celular mediante los tratamientos de combinacion de MsN con etopodsido,
rapamicina, o UCN-01 en células MCF-7. Las células MCF-7 se trataron con MsN en combinaciéon con etopdsido,
rapamicina o UCN-01, respectivamente, a diversas concentraciones de farmacos. La muerte celular se midié
mediante el ensayo TUNEL a las 23 hrs (rapamicina, UCN-01) o 32 hrs (etopdsido) tras el tratamiento. Los datos se
presentan como medias (+/-) DE por triplicado. B: La representacion de Chou-Talalay para los tratamientos de
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combinacién de MsN con etopdsido, rapamicina, o UCN-01 en células MCF-7. El indice de combinacion (IC)<1, +1,y
>1 indica sinergia, efecto aditivo, y antagonismo. C: Induccidon sinérgica de la muerte celular mediante los
tratamientos de combinacién de MsN con etopésido, rapamicina, o UCN-01 en células HepG2. Las células HepG2 se
trataron con M4yN (80 uM) en combinacion con etopdsido (20 pM), rapamicina (20 uM) o UCN-01 (5 pM),
respectivamente, a diversas concentraciones de los farmacos. Se midié la muerte celular mediante el ensayo TUNEL
24 horas tras el tratamiento. Los datos se presentan como medias (+/-) DE por triplicado. D: La expresion de LC3B
en células MCF-7 y HepG2 tratadas con el farmaco de combinacion de MsN con etopésido, rapamicina, o UCN-01,
detectada mediante transferencia de Western. Se examiné la expresion de LC3B-I y || mediante transferencia de
Western en células MCF-7 y HepG2 tratadas con el tratamiento de combinacion de MsN con tres farmacos diferentes
(etopdsido, rapamicina, y UCN-01) durante 15 hrs en presencia o ausencia de Baflomicina A1 (100 nM), un inhibidor
de la degradacién de autofagosomas. La concentracion de MsN, etopdsido, rapamicina, y UCN-01 fue 80 uM, 20 uM,
20 uM, y 5 uM, respectivamente. Se usé 3-actina como control. C: Control, E: etopdsido, Rap: rapamicina, U: UCN-
01, Baf: Baflomicina As. E: La escision de caspasa-3, -7 y -9, en células MCF-7 y HepG2 tratadas mediante los
tratamientos de combinacion de M4N con etopésido, rapamicina, o UCN-01. Las proteinas escindidas se detectaron
mediante transferencia de Western en células MCF-7 y HepG2 tratadas durante 17 hrs. La concentracion de MsN,
etopodsido, rapamicina, y UCN-01 fue 80 uM, 20 uM, 20 pM, y 5 uM, respectivamente. Se us6 -actina como control.
E: etopdsido, Ra: rapamicina, U: UCN-01, M: M4N.

Figura 5. Efecto del tratamiento de combinacion de MsN con etopdsido o rapamicina sobre ratones atimicos (nu/nu)
a los que se les implantaron ortotépicamente tumores LNCaP. Los tumores LNCaP se implantaron ortotépicamente
cerca de las glandulas prostaticas en ratones atimicos macho. A: Efecto del tratamiento de combinacion de MsN con
etopdsido o rapamicina sobre la duracion de la vida de ratones que albergaban tumores. Se mostro el porcentaje de
ratones que habian muerto en la fecha tras la inoculacién de los tumores para cada grupo. El nimero de ratones en
cada grupo fue 18, 5, 4, 4, 9 y 5 para el grupo de control, etopdsido solo, rapamicina sola, MsN solo, MsN y
etopdsido, y MsN y rapamicina, respectivamente. Las dosis de cada inyeccion fueron 1 mg/inyeccion (para MsN), 0,4
mg/inyeccion (para etopodsido), y 0,375 mg/inyeccion (para rapamicina). Las inyecciones de farmacos se iniciaron 3
dias tras la implantacion de los tumores. Los farmacos se administraron 7 dias a la semana durante cuatro semanas.
Después, los farmacos se inyectaron una vez a la semana. B: Imagenes histolégicas del pulmén de los ratones que
albergaban tumores tratados con diferentes métodos. Los cortes de los pulmones se tifieron con hematoxilina y
eosina y se observaron a un aumento de 100x. M indica lesiones metastasicas. Cont, Eto, Rap, Ma4N, MsN+Ly,
MsN+Ro+Ly, MsN+Eto, y MsN+Rap indican "control", "Etopdsido solo", "Rapamicina sola", "MsN solo", "combinacion
de MsN y Ly294002", "combinacion de MsN, Rottlerina, y Ly294002", "combinacion de MiN y Etopdsido”, y
"combinacion de MsN y Rapamicina”.

Figura 6. Muerte celular TUNEL-positiva inducida mediante el tratamiento de combinacion de M4sN/UCN-01 en
diversas lineas celulares de cancer. La muerte celular se examind mediante ensayo TUNEL en diversas lineas
celulares de cancer tratadas con MsN y UCN-01 durante 24 6 48 hrs. La concentracion de MsN es 40 6 80 uM. La
concentracion de UCN-01 es 1, 2, 3, 4, 5, o 10 uM. Las condiciones exactas se describen en cada figura. Los datos
se presentan como medias (+/-) DE por triplicado.

Figura 7. Efecto del tratamiento de combinacion de MsN/UCN-01 sobre la tasa de supervivencia de ratones atimicos
que albergaban tumores OC24. Se inocularon de manera intraperitoneal a ratones atimicos (nu/nu) macho
deficientes de células T 5x10* células OC24 de cancer ovarico humano por ratén. Tres dias tras la implantacion de
los tumores, se inicio el tratamiento con farmacos. Los compuestos se inyectaron de manera intravenosa en la vena
de la cola de los ratones a la dosis diaria de 0,1 ml por ratén. Una inyeccion contiene 1 mg de MusN, 88,4 ug de UCN-
01, 1 mg de M4sN y 88,4 ug de UCN-01, o el vehiculo solo. Las inyecciones de farmacos se llevaron a cabo una vez
al dia después del dia 3 hasta el dia 25 tras la implantacion de los tumores. Después de ello, las inyecciones de
farmacos se llevaron a cabo una vez cada tres dias hasta el dia 35. El numero de ratones usados fue 7, 6, 5,y 7
para el grupo de control, de MsN, de UCN-01, y del tratamiento de combinacion, respectivamente.

Figura 8. Efecto del tratamiento de combinacion de MsN/UCN-01 sobre ratones que albergaban tumores de cancer
ovarico humano OC24 en casos tipicos. A: Ejemplos de tumores abdominales de los que se midieron los pesos para
estimar la eficacia antineoplasica de MsN/UCN-01. Se enumeran en las Tablas | y Il el nimero actual para el peso de
los tumores, el volumen de liquido ascitico, y el peso de los ratones en todos los ratones que albergaban tumores
que se examinaron. Aqui, se muestran las fotografias de los tumores abdominales soélidos obtenidas de los ratones
en tres casos tipicos (ratones n° 2 y n° 4 de control; ratéon n° 3 con MsN). Normalmente, este tipo de tumores sélidos
se forman alrededor de la regién abdominal en la que se inocularon en un principio las células OC24 en el peritoneo.
B: Fotografias del tumor abdominal en el ratén n® 5 tratado con MsN y UCN-01. Las fotografias de la region
abdominal del ratén n® 5 que se tratdé con MsN y UCN-01 se tomaron a los 22, 26, 29, 33, y 43 dias tras la
inoculacion del tumor. El tumor abdominal sélido se indicdé mediante un circulo negro. C: Efecto del tratamiento de
combinacion de MsN/UCN-01 sobre el volumen de liquido ascitico y el tamafio del tumor abdominal (mostrado en la
Figura 8B anterior) en el raton n° 5 tratado con MsN y UCN-01.

Descripcion detallada y ejemplos

Definiciones:
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"Agente" significa un polipéptido, péptido, molécula de acido nucleico, molécula pequefia, o molécula mimética.
"Analogo" significa un agente que tiene una homologia estructural o funcional respecto de un agente de referencia.

"Sustrato celular" significa el material celular o acelular (p.ej., matriz extracelular, polipéptidos, péptidos, u otros
componentes moleculares) que esta en contacto con la célula.

"Control" significa una condicion estandar o de referencia.

"Enfermedad" significa cualquier afeccidon o trastorno que dafia o interfiere con la funcién normal de una célula,
tejido, 6rgano o sujeto.

"Cantidad eficaz" significa la cantidad de un agente necesaria para mejorar los sintomas de una enfermedad
respecto de un paciente sin tratar. La cantidad eficaz de un agente terapéutico activo usado para poner en practica
la presente invencidon para el tratamiento de una enfermedad o lesion varia dependiendo de la manera de
administracion, la edad, el peso corporal, y la salud general del sujeto. En ultima instancia, el médico que aplica el
tratamiento decidira la cantidad adecuada y el régimen de dosis.

"Fragmento" significa una porcion de un polipéptido que tiene al menos un 50% de la actividad bioldgica del
polipéptido del que deriva. Esta porciéon contiene, preferiblemente, al menos un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 0 90% de la longitud completa de la molécula de acido nucleico o polipéptido de referencia. Un fragmento
de un polipéptido o de una molécula de acido nucleico puede contener 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o 1000 nucledtidos o aminoacidos.

"HIF" se refiere a factor inducible por hipoxia-1

"MsN" se refiere a acido tetra-O-metil nordihidroguayarético, EM1421 o Terameprocol, cada uno de los cuales son
sinénimos.

"Alquilo inferior" y "alcoxi inferior" se refieren a grupos alquilo y alcoxi de 1-6 atomos de carbono.

"Modifica" significa altera. En el contexto de la invencion, un agente que modifica una célula, sustrato, o medio
celular produce una alteracién bioquimica en un componente (p.ej., polipéptido, nucleétido, o componente molecular)
de la célula, sustrato, o medio celular.

Tal como se usan en la presente memoria, las expresiones "prevenir', "prevencion", "tratamiento profilactico” y
similares se refieren a reducir la probabilidad de desarrollar un trastorno o afeccién en un sujeto que no tiene, pero
que corre el riesgo o es susceptible de desarrollar, un trastorno o afeccion.

Tal como se usa en la presente memoria, un "profarmaco” es un compuesto farmacoldgicamente inactivo que se
convierte en un agente farmacolégicamente activo mediante una transformacion metabdlica.

"Sujeto" significa un mamifero, que incluye, pero sin limitacion, un ser humano o mamifero no humano, tal como un
mamifero bovino, equino, canino, ovino, o felino.

"Dispositivo de administracion terapéutica" significa cualquier dispositivo que proporciona la liberacion de un agente
terapéutico. Los dispositivos de administracion terapéutica ejemplares incluyen bombas osméticas, catéteres
permanentes, y biomateriales de liberacion sostenida.

Tal como se usa en la presente memoria, los términos "tratar", "tratamiento" y similares se refieren a reducir o
mejorar un trastorno y/o los sintomas asociados a él. Se apreciara que, aunque no se excluye, tratar un trastorno o
afeccion no requiere que el trastorno, afeccion o los sintomas asociados a él se eliminen completamente.

"Variante" significa un agente que tiene homologia estructural respecto de un agente de referencia, pero varia de la
referencia en su actividad bioldgica. Las variantes proporcionadas por la invencion incluyen secuencias optimizadas
de aminoacidos y de acido nucleico que se seleccionan mediante el uso de los métodos descritos en la presente
memoria por tener una o mas caracteristicas deseables.

Tal como se usa en la presente memoria, "inhibir" significa reducir o detener el crecimiento.

Tal como se usa en la presente memoria, "con" o "junto con" significa que los compuestos se administran durante el
mismo curso de tratamiento, pero no necesariamente de manera simultanea. La administracion se puede dar con
una separacion de segundos, minutos, u horas, pero preferiblemente se espaciara estrechamente (al menos
minutos). Los compuestos se deberian administrar durante una duracion suficiente (p.ej. diariamente) de forma que
se alcance una dosis eficaz en plasma y en las células tumorales seleccionadas como objetivo.

Materiales y Métodos

Cultivo Celular
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Se adquirieron lineas celulares de cancer de préstata humano LNCaP, cancer de prostata humano DU145, cancer
de prostata humano PC3, cancer de mama humano MCF-7, cancer de mama humano MDA-MB-231, cancer de
mama humano MDA-MB-468, cancer de colon humano HT29, leucemia mielégena humana K562, hepatoma
humano HepG2, hepatoma humano Hep3B, y glioblastoma humano LN229 de la American Type Culture Collection
(Manassas, Va.). La linea celular de cancer ovarico humano con ascitis OC24 fue una generosa donacion del Dr.
XXX (Universidad Johns Hopkins, MD). La linea celular LNCaP se cultivé en medio RPMI1640 complementado con
glucosa (14 mM), piruvato (1 mM), y suero bovino fetal (FBS) (10%). La linea celular DU145 se cultivd en MEM
complementado con aminodcidos no esenciales, glucosa (21 mM), piruvato (1 mM), y FBS (10%). La linea celular
PC3 se cultivd en medio F-12K complementado con FBS (10%). La linea celular MCF-7 se cultivé en DMEM
complementado con FBS (10%). La linea celular OC24 se cultivd en medio RPMI1640 complementado con FBS
(10%) en forma de un cultivo en suspension. Las lineas celulares MDA-MB-231 y 468 se cultivaron en medio L15 de
Leibovitz complementado con FBS (10%) con aire. La linea celular HT29 se cultivd en DMEM complementado con
glucosa (25 mM) y FBS (10%). La linea celular K562 se cultivd en RPMI1640 complementado con FBS (10%). Las
lineas celulares HepG2 y Hep3B se cultivaron en MEM complementado con FBS (10%). La linea celular LN229 se
cultivd en DMEM complementado con FBS (5%). Todos los medios de cultivo de tejidos contuvieron penicilina (100
unidades/ml) y estreptomicina (100 g/ml). Los farmacos se disolvieron en sulféxido de dimetilo a las concentraciones
finales en el medio menos del 0,1%. Cuando se indicé que las células se debian cultivar en condiciones hipoxicas,
las células se incubaron a una concentracion de oxigeno del 0,5% en la camara hipdxica (BioSpherix Ltd, Lacona,
NY).

Reactivos

Terameprocol (MsN) (10 mg/ml en formulacion de CPE 25/30) fue suministrado por Erimos Pharmaceutical, L.L.C.
(Raleigh, NC), segun el método descrito (39). Etopdsido, rapamicina, UCN-01, y Baflomicina A fueron todos de
Sigma (Saint Louis, MO). El anticuerpo policlonal de conejo anti-factor inducible por hipoxia (HIF)1a fue de Novus
Biologicals (Littleton, CO). El anticuerpo monoclonal de raton anti-BNIP3 fue de Abcam (Cambridge, MA). Los
anticuerpos policlonales anti-caspasa-9 (completa y escindida), anti-caspasa-3 escindida, anti-ICAD escindido, anti-
LC3B, anti-Beclina-1 fueron todos de Cell Signaling Technology. Los anticuerpos policlonales de conejo anti-
caspasa-7 (completa y fragmento p34 escindido) y anticuerpo anti-caspasa-7 especifico del fragmento p20 fueron de
Cell Signaling Technology. El anticuerpo policlonal anti-BNIP3L fue de Exalpha Biologicals (Watertown, MA). El
anticuerpo monoclonal anti-B-actina fue de Sigma (Saint Louis, MO). zDEVD-fmk fue de Bachem Bioscience Inc.
(King of Prussia, PA).

Analisis informatico sobre la sinergia entre farmacos

La sinergia de los tratamientos farmacoldgicos de combinacion se analizd mediante el programa informatico
Combosyn (Combosyn Inc., Paramus, NJ), seguin la metodologia de Chou y Talalay (40).

Tratamientos con farmacos para animales

Los ratones atimicos (nu/nu) macho deficientes de células T se obtuvieron de Charles River Laboratories
(Wilmington, MA). Se formuld etopdsido (4 mg/ml), rapamicina (3,75 mg/ml), UCN-01 (884 g/ml), y MaN
(Terameprocol, 10 mg/ml) por separado en vehiculo de CPE 25/30 (28) y se usaron como farmacos individuales.
Para las combinaciones de farmacos (MsN/etopdsido, MsN/rapamicina, y MsN/UCN-01), se afadieron ademas
etopodsido, rapamicina, o UCN-01 en polvo a M4N en CPE 25/30 para producir una concentracion final de MsN (10
mg/ml) respectivamente con etopdsido (4 mg/ml), rapamicina (3,75 mg/ml), o UCN-01 (884 g/ml) en una formulacion
de CPE 25/30. Estos farmacos se inyectaron de manera intravenosa en la vena de la cola de los ratones a la dosis
diaria de 0,1 ml por ratéon. Por lo tanto, las dosis de cada inyeccidon fueron 1 mg/inyeccion (para MsN), 0,4
mg/inyeccion (para etopodsido), 0,375 mg/inyeccion (para rapamicina), y 88,4 ug/inyeccion (para UCN-01). Las
inyecciones de farmacos se llevaron a cabo una vez al dia; comenzando en el dia 3 hasta el dia 31 tras la
inoculacion de los tumores para el tratamiento de combinacion con etopdsido o rapamicina y hasta el dia 25 tras la
inoculacion de los tumores para el tratamiento de combinacién con UCN-01. Después de esto, los farmacos se
inyectaron una vez a la semana para el tratamiento de combinacion de etopdsido/rapamicina y una vez cada tres
dias hasta el dia 35 para el tratamiento de combinaciéon con UCN-01. Los protocolos usados en este estudio fueron
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales en la Universidad Johns Hopkins,
Departamento de Biologia.

Implantacion ortotdpica quirdrgica de tumores LNCaP

Las células LNCaP que crecian de manera subconfluente se transfirieron al medio de cultivo de tejidos sin suero
bovino fetal ni antibiéticos. La concentracion de células se ajusté mediante el mismo medio. Después de haber
mezclado cincuenta pl del medio que contenia cierto nimero de células cancerosas (alrededor de 2x10° células)
junto con el mismo volumen de Matrigel (BD Science, Bedford, MA), la disolucién combinada se inyecté en la piel de
ratones atimicos. El tejido tumoral que crecia de manera subcutanea se usé para la implantacion ortotépica
quirargica. La operacion se llevo a cabo segun el método descrito por Wang et al. (41). El tejido tumoral extraido de
la piel se extirpd en fragmentos de alrededor de 2 mm de diametro. Después de anestesiar a los ratones atimicos
con 2,2,2-Tribromoetanol (Aldrich Chemical Co. Inc., Milwaukee, WI), se hizo una pequefa incision en el abdomen
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de cada ratén y se implanté un fragmento de tejido tumoral cerca de la préstata de cada raton. Ocho dias después
de la operacion, se inicio la inyeccion de farmacos. Los farmacos se inyectaron de manera intravenosa cada dia. El
tamafio de los tumores subcutaneos se calcul6 segun el método de Bissery et al. (42).

Implantacién de células de cancer ovarico OC24

Las células OC24 que crecian de manera subconfluente se transfirieron al medio de cultivo de tejidos sin suero
bovino fetal ni antibidticos. La concentracion de células se ajusté mediante el mismo medio. La disolucion de células
que contenia 5x10* células se inyect6 en la cavidad peritoneal de cada raton atimico en el dia 0. El tratamiento con
farmacos se inicié a partir del dia 3. Para el calculo del efecto del tratamiento con farmacos, se midié el volumen de
los liquidos asciticos y de los tumores abdominales.

Ensayo de apoptosis

Se llevo a cabo un ensayo TUNEL simple mediante el uso de un equipo de detecciéon de apoptosis mediante TUNEL
(Upstate, Temecula, CA) con ciertas modificaciones. Las células se cultivaron en placas de cultivo de 12
micropocillos (Corning Inc., Corning, NY). Después del tratamiento, las células que flotaban en el medio de cultivo de
tejidos y las células unidas al fondo de las placas de micropocillos se recogieron juntas en tubos de plastico.
Después de centrifugar las células, se fijaron con un 10% de formaldehido en PBS (-) durante 5 minutos y se
almacenaron en PBS (-). Las muestras de células fijadas se colocaron en portaobjetos de vidrio y se secaron al aire.
Los portaobjetos de vidrio con las células fijadas se incubaron primero en una disolucidon que contenia un 0,05% de
Tween-20, 0,2% de BSA en PBS (-) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se trataron después
con desoxitransferasa terminal y biotina-dUTP incluidas en el equipo de ensayo TUNEL durante 60 minutos a
temperatura ambiente, segun el protocolo de la empresa. Tras la incubacién, las muestras se incubaron con
complejo avidina-biotina (reactivo ABC, Vector Laboratory Inc.) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras el
lavado exhaustivo con PBS (-), los extremos del ADN de las muestras se expusieron mediante la reaccion de
peroxidasa con el uso de DAB como sustrato (equipo de sustrato de Peroxidasa (DAB), Vector Laboratory Inc.,
Burlington, CA). Las muestras se contratifieron con verde de metilo y se incrustaron en VectaMount (Vector
Laboratory Inc.).

Ensayo enzimatico de caspasa-7

El ensayo enzimatico especifico de caspasa-7 se llevd a cabo mediante el uso de un equipo de inmunoensayo de
caspasa-7 CaspSELECT (BioVision, Mountain View, CA). Este ensayo se basa en el ensayo colorimétrico con
DEVD-afc. Debido a que DEVD-afc puede ser un sustrato para la caspasa-3 6 7, se selecciona solamente la
caspasa-7 a partir de extractos celulares mediante un anticuerpo anti-caspasa-7 que esta revestido en placas de
microtitulacién. Brevemente, las placas de microtitulacién se revistieron con anticuerpo anti-caspasa-7 durante la
noche a 4 °C y se bloquearon con una disoluciéon de bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
extractos celulares se aplicaron a las placas de microtitulacién. Después de lavar las placas de microtitulacion, se
afiadio el sustrato DEVE-afc a las placas y se incubaron durante alrededor de tres horas. La fluorescencia se midio
mediante un lector de fluorescencia para placas de microtitulacion Infinite 200 (Tecan, Suiza).

Inmunocitoquimica

Se cultivaron las células sobre cubreobjetos de vidrio revestidos con poli-L-ornitina (Sigma, Saint Louis, MO). A las 5
hrs tras el tratamiento con farmacos, las células se fijaron con un 10% de formaldehido diluido en PBS (-) y se
lavaron con PBS (-) tres veces. Después de permeabilizarlas mediante un 0,2% de Tryton X-100 y un 1% de suero
de cabra diluidos en PBS (-), las células se bloquearon mediante PBS (-) que contenia un 5% de suero de cabra. Las
células se incubaron después con anticuerpos primarios diluidos en PBS (-) que contenian un 0,5% de albumina de
suero bovino (BSA), y con anticuerpos secundarios, que fue anti-lgG conjugado con fluoresceina (Vector
Laboratories, Burlingame, CA), diluido en PBS (-) que contenia un 0,5% de BSA. Las muestras se incrustaron en
medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) que contenia DAPI para la contratincion
nuclear. Las células se observaron por medio de un microscopio confocal laser B29/Zeiss LSM 510 META (con un
laser de 405 nm) (Carl Zeiss, Alemania).

Histologia

Se extirparon los pulmones de los ratones que albergaban tumores y se fijaron en un 10% de formalina diluida en
PBS (-). Los tejidos se cortaron y se tifieron con hematoxilina y eosina segun la metodologia estandar de Paragon
(Baltimore, MD). Las muestras se observaron por medio de un microscopio Zeiss Axioplan con un objetivo Plan-
Neofluar 2,5x (Carl Zeiss, Alemania). La adquisicion de datos se realizd con el programa informatico Slidebook 4.2.

Transferencia de Western

Después de haber cultivado las células en matraces de 25 mm? y de haberlas tratado con los reactivos, las células
se lavaron con PBS (-) tres veces y se suspendieron en tampdn RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), 0,1%
de SDS, 1% de NP40, y 0,5% de desoxicolato) complementado con mezcla de inhibidores de proteasas
(Calbiochem, San Diego, CA). Los volimenes de las muestras se ajustaron por la cantidad de proteina total. El
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ensayo de proteinas se llevd a cabo mediante el Ensayo de Proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc.
Hercules, CA). Las muestras se resolvieron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida estandar y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Bjorkgatan, Suecia). Las membranas se
bloquearon con leche descremada, y se incubaron con anticuerpos primarios a 4 °C durante la noche y después con
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano a temperatura ambiente durante 2 hrs. Las sefiales se
detectaron mediante el Reactivo de Quimioluminiscencia para Transferencia de Western Plus (New England Nuclear
Life Science Products, Boston, MA).

Transferencia de Northern

Se extrajo el ARN de las células mediante un Reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se disolvieron veinticinco ug
de ARN por carril en el gel de agarosa del 1,5% que contenia NaPO4 20 mM (pH 6,8) y un 6% de formaldehido. El
ARN se transfiri6 a una membrana Nytran SPC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). La sonda para BNIP3 derivo de un
fragmento de ADN de 199 pb generado mediante RT-PCR con el uso de un sistema de sintesis de la primera
cadena SuperScript lll para RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA), cebador de 5' "gctcctgggtagaactgcac" y cebador de
3' "gtttcagaagccctgttggt". El fragmento de PCR se cloné en un vector Topo (Invitrogen, Carlsbad, CA). Después de
una técnica Midi-Prep, el fragmento de ADN se extrajo del vector y se disolvié en el gel de agarosa del 2% y se
purifico. El fragmento de ADN extraido se marco con *’P-adATP, fragmento Klenow, y cebadores hexaméricos
aleatorios. Después de eliminar el ¥2p_adATP sin incorporar mediante una columna de centrifugacion de Sephadex
G-50, se us6 el fragmento de ADN marcado como sonda. Tras la hibridacién, se lavé la membrana y se
autorradiografié en una pelicula BioMax MR (Kodak, Rochester, NY).

La medida del potencial de la membrana mitocondrial (AWr,)

Las células se cultivaron en placas de 6 micropocillos y se trataron con el medio de cultivo que contenia colorante
JC-1 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) durante 30 min, segun el protocolo de la empresa. Después de haber
lavado con cuidado las células, se trataron con MsN durante 5 hrs. Las células se observaron por medio de un
microscopio confocal laser B29/Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, Alemania). Las imagenes de las células se
capturaron mediante dos luces de excitacion diferentes (con laseres de iones de argon de 488 nm y de argon-kriptdn
de 568 nm). El mondémero de JC-1 y los agregados J se detectan mediante luz de excitacion de 488 nm, mientras
solamente se detectan agregados J mediante luz de excitacion de 568 nm. Se calculd la proporcion de la intensidad
de la luz de emision excitada mediante luz de 568 nm respecto de la de la luz de emision excitada mediante luz de
488 nm en cada pixel de las imagenes (la proporcion deberia indicar el potencial mitocondrial) mediante el programa
informatico de formacion de imagenes (Carl Zeiss, Alemania). En la figura, la proporcién se mostré mediante un falso
color. El color rojo indica una proporcion elevada (potencial elevado) mientras el azul oscuro indica una proporcion
baja (potencial bajo). De amarillo pasando por verde hasta azul claro representa una proporciéon media (potencial
medio).

En los ejemplos siguientes, solamente las combinaciones de MsN y UCN-01 para el tratamiento de cancer de mama,
prostata, colon, hepatico u ovarico o glioblastoma estan de acuerdo con la invencion.

Ejemplo 1: Induccion sinérgica de la muerte celular mediante el tratamiento de combinacion de MsN con etopésido,
rapamicina, y UCN-01 en células de cancer de prostata humano LNCaP. Se examind la eficacia del tratamiento de
combinacién de MsN con tres farmacos antineoplasicos, etoposido, rapamicina, y UCN-01 para inducir la muerte
celular en células de cancer de prostata humano LNCaP con el ensayo TUNEL. Se eligieron estos farmacos
antineoplasicos tratando de diversificar los mecanismos con los que funcionan los farmacos antineoplasicos (43-45).
Se demostré que MsN induce la muerte celular TUNEL-positiva de manera sinérgica con todos estos farmacos
antineoplasicos (Figura 1A). La representacion de Chou-Talalay (40) confirmé que los tratamientos de combinacion
funcionaron de manera sinérgica para los tres farmacos a todas las concentraciones de farmacos a las que se
examino el efecto de los farmacos (Figura 1B). Los valores de IC indicaron que los tratamientos de combinacion de
MsN/etopdsido y MsN/rapamicina fueron intensamente sinérgicos, mientras el tratamiento de combinacién de
M4sN/UCN-01 fue muy intensamente sinérgico (Figura 1B). Para observar la implicacion de las caspasas en la muerte
celular inducida mediante el tratamiento de combinacion, se examind la expresion de los productos escindidos (que
son formas activas) de caspasa-3, 7, y 9, e ICAD (Figura 1C). Se detectd una gran expresion de la caspasa-3 y 9
escindidas solamente en las células tratadas con UCN-01 solamente. MsN, etopdsido, y rapamicina no indujeron la
escision en la caspasa-3 y 9. Sorprendentemente, el tratamiento de combinacién de MsN con UCN-01 tampoco
indujo escisiones de caspasa-3 y 9, lo que indica que MyN interfiere en la capacidad de UCN-01 de inducir la
activacion de caspasa-3 y 9. Al contrario, se detectaron los productos de escision de la caspasa-7 (20 y 34 kDa) en
las células tratadas en muchas condiciones diferentes (Figura 1C). El tratamiento con UCN-01 solo indujo la escision
de caspasa-7 en gran cantidad. A diferencia de la caspasa-3 y 9, M4N no interfirid en la capacidad de UCN-01 de
inducir la escision de caspasa-7. Ademas, el tratamiento de combinacion de MsN y etopdsido indujo mucha mas
escision de caspasa-7 que el tratamiento con MsN solo o el tratamiento con etopésido solo. El tratamiento con MsN
solo y el tratamiento de combinacién de MsN con rapamicina indujo una pequefa cantidad de escisiéon de caspasa-7,
mientras el tratamiento con rapamicina sola no pudo inducir la escisién de caspasa-7 en absoluto. No se detectaron
productos de escision de ICAD en ningun caso. Para confirmar la activacion de caspasa-7 detectada mediante la
transferencia de Western, se llevd a cabo el ensayo colorimétrico para caspasa-7 activa (Figura 1D). Los datos del
ensayo colorimétrico confirmaron globalmente los datos de la transferencia de Western (Figura 1C). Brevemente, el
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tratamiento con MsN solo, tratamiento con etopdsido solo, o tratamiento con rapamicina sola indujo solamente una
pequefa cantidad de activacion de caspasa-7. El tratamiento con UCN-01 solo indujo hasta cierto punto la activacion
de caspasa-7. El tratamiento de combinacion de MsN con etopdsido, rapamicina, o UCN-01 indujo mucha mas
actividad de caspasa-7 que el tratamiento con etopdsido, rapamicina, o UCN-01 solos, respectivamente. Ademas, se
examino el efecto del inhibidor de caspasa-3 y 7, zDEVD-fmk, sobre la muerte celular inducida por el tratamiento de
combinacién (Figura 1E). Debido a que el producto de escision de caspasa-3 se observd solamente en las células
tratadas con UCN-01 (Figura 1C), zDEVD-fmk, un inhibidor especifico de caspasa-3 y 7, se considera que inhibe
principalmente la activacion de la caspasa-7 en las células tratadas de otra manera. Los datos del ensayo TUNEL
demuestran que zDEVD-fmk inhibi6 una gran parte de la muerte celular inducida mediante los tratamientos de
combinacion (Figura 1E), lo que indica que caspasa-7 esta implicada en este tipo de muerte celular. El hecho de que
zDEVD-fmk no pudiera inhibir toda la muerte celular sugiere que existen otras maquinarias de muerte celular
implicadas en la muerte celular, aparte del mecanismo asociado a la caspasa-7.

Ejemplo 2: Analisis de la autofagia en las células tratadas con el tratamiento de combinacion de MsN con etopdsido,
rapamicina, y UCN-01. Se ha dilucidado que la autofagia, asi como la apoptosis/necrosis, desempefian un papel
muy importante en la actividad antineoplasica de los tratamientos con farmacos quimioterapicos. A continuacion, se
examind el estado de la autofagia en las células tratadas con los tratamientos de combinacion de MsN con
etoposido, rapamicina o UCN-01. Se sabe que la expresién de LC3B-Il tiene una buena correlacién con la actividad
de autofagia de las células (46). La mitad izquierda de la Figura 2A muestra que la expresion de LC3B-Il (sin
tratamiento con Baflomicina A+), que refleja la actividad concurrente de autofagia, no se modul6 mucho por
cualquiera de los tratamientos de combinacién a las 18 hrs tras el tratamiento. Sin embargo, estos datos
simplemente muestran la actividad autofagica a las 18 hrs tras el tratamiento, ya que LC3B-Il se sintetiza y
desintegra muy rapido durante el proceso de autofagia. Para medir la actividad neta de autofagia tras el tratamiento
con los farmacos, se afadid Baflomicina A, un inhibidor de la degradacion del autofagosoma, al sistema
experimental para prevenir la degradacion de LC3B-Il. Debido a que la degradacién de LC3B-Il se detiene en
presencia de Baflomicina A4, se estudiara el flujo neto de formacion de LC3B-Il que indica la actividad neta de
autofagia desde el periodo que comienza con el tratamiento con farmacos y que finaliza con la recogida de las
muestras. La mitad derecha de la Figura 3A muestra que la formacion neta de LC3B-Il (en otras palabras, la
actividad autofagica neta) se inhibié casi totalmente mediante MsN. La Figura 2B muestra las imagenes de
autofagosomas que se revelan mediante la tincion inmunolégica para LC3B en las células tratadas con los
tratamientos de combinacién en presencia de Baflomicina As. La tincién inmunolégica muestra claramente que el
tratamiento con MsN redujo la cantidad neta de autofagosomas formados durante el periodo que comenzé con el
tratamiento con farmacos y que finalizé con la recogida de las muestras (6 hrs después del tratamiento) muy
drasticamente tanto en las células de control como en las células tratadas con cualquiera de los tratamientos de
combinacién. Todos los datos de la Figura 2 indican globalmente que MyN tiene una actividad muy intensa de
bloqueo de la autofagia.

Efecto Inhibitorio de MsN sobre la Expresion de BNIP-3 y el Potencial de Despolarizacion de la Membrana
Mitocondrial (AWr). BNIP3 es un miembro de la familia de proteinas Bcl-2 que envia una sefial pro-apoptoética a las
mitocondrias e induce la despolarizacion del potencial de la membrana mitocondrial. Un informe reciente indicé que
BNIP3 desempefia un papel importante en el mecanismo de induccion de la autofagia por estrés hipdxico que
confiere a las células la capacidad de resistir las lesiones hipdxicas. Esto supone que BNIP3 esta implicado en la
autofagia y en la muerte celular. Para observar un posible papel de BNIP3 en la induccién sinérgica de la muerte
celular mediante los tratamientos de combinacién de MsN con otros farmacos antineoplasicos y el efecto inhibitorio
de MsN sobre la autofagia, se examind la expresion proteica (Figura 3A) y la expresion de mARN (Figura 3B) de
BNIP3. Debido a que se sabe que BNIP3 se activa mas en condiciones hipoxicas (24), se examind la expresion de
BNIP3 en condiciones normdxicas e hipdxicas (Figuras 3A y B). Los datos de transferencia de Western muestran
que M4N bloquea la expresion proteica de BNIP3 en condiciones normoxicas o hipoxicas (Figura 3A). Previamente
se demostré que la expresion de BNIP3 se aumenta por la hipoxia por medio de rutas dependientes e
independientes del factor inducible por hipoxia (HIF)1a (24). En este estudio, se aumento la expresion de HIF1a
mediante la exposicion de 6 hr de las células a la hipoxia (Figura 3A). MsN no tuvo mucho efecto sobre la expresion
de HIF1a en este momento, aunque la expresion de BNIP3 ya estuvo significativamente reducida por el tratamiento
con MyN, lo que indica que la reduccion de la expresion de BNIP3 mediante MsN no estuvo provocada por el efecto
indirecto de M4N sobre HIF1a y después BNIP3, sino que estuvo provocada probablemente por el efecto directo de
MsN sobre el gen de BNIP3 propiamente dicho. De hecho, los datos de la transferencia de Northern mostraron
claramente que MsN inhibié el incremento de la expresion del mMARN de BNIP3 facilitada por la exposicién de 6 hr a
las condiciones hipdxicas (Figura 3B). De manera interesante, MsN redujo la expresién de HIF1a inducida mediante
la exposicion de 18 hr de las células a la hipoxia. La expresion de beclina-1 no se vio afectada por ningun
procedimiento (Figura 3A), lo que es coherente con los hallazgos de otro laboratorio, lo que indica que la expresion
constitutiva de Beclina-1 es importante en la autofagia (24). La expresion de BNIP3L, un homélogo de BNIP3,
solamente se redujo ligeramente mediante el tratamiento con M4N (Figura 3A), lo que indica que MsN modul6 de
manera especifica la expresion de BNIP3.

Debido a que BNIP3 funciona para activar la maquinaria de muerte celular asociada a las mitocondrias e inducir la
despolarizacién de la membrana mitocondrial, se examind el efecto de MsN sobre el potencial de la membrana
mitocondrial (AWny) (Figura 3C). Los datos de imagenes de fluorescencia mediante el uso del colorante JC-1
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muestran que el tratamiento con M4N hiperpolarizé el potencial de la membrana mitocondrial, lo que es coherente
con la suposicién de que la reduccién de la expresion de BNIP3 mediante el tratamiento con MsN bloquea las
sefales de despolarizacion de la membrana mitocondrial derivadas de BNIP3. Los datos también son coherentes
con el bloqueo mediado por M4N de la activacion por caspasa-9 y 3 inducido mediante el tratamiento con UCN-01
(Figura 1C), ya que la activacion de caspasa-9 y después caspasa-3 esta bien establecida como la consecuencia
directa de la activacion de la maquinaria de muerte celular asociada a las mitocondrias (15).

Ejemplo 3: Efecto de los tratamientos de combinacién de MsN con etopdsido, rapamicina, y UCN-01 sobre la muerte
celular y la autofagia en células humanas de cancer de mama MCF-7 y de cancer hepatico HepG2. Se examin6 el
efecto de los tratamientos de combinacion sobre la muerte celular y la autofagia en dos lineas celulares distintas de
las células LNCaP. Las Figuras 4A y B muestran que se detectd una induccién sinérgica de la muerte celular en
células MCF-7 de cancer de mama humano, al igual que en células LNCaP. No se detectaron productos de escision
de caspasa-3 y 9 en las células MCF-7 tratadas con ningun farmaco de combinacién examinado aqui, lo que indica
que la ruta de muerte celular asociada a las mitocondrias no es funcional en esta linea celular (Figura 4C), aunque
se detectd una cantidad sustancial de muerte celular mediante los tratamientos farmacolégicos de combinacion en
esta linea celular, tanto como en las células LNCaP (Figura 4A). Al contrario, la escision de caspasa-7 se detecto en
células MCF-7 tratadas con tratamiento de UCN-01 solo, los tratamientos de combinacién de MsN con etopdsido o
UCN-01 (Figura 4C). De forma similar, ningun tratamiento indujo una cantidad sustancial de escision de caspasa-3 6
9 en células HepG2 de cancer hepatico humano (Figura 4C), lo que indica que la ruta de muerte celular mitocondrial
esta alterada en las células MCF-7 y HepG2, tal como se observa en muchas células cancerosas. De manera
interesante, se detectdé una pequefia cantidad de producto escindido de caspasa-3 en las células HepG2 tratadas
con UCN-01 solo, mientras no se detectd escision de caspasa-3 en las células tratadas con el tratamiento de
combinacion de MsN con UCN-01 (Figura 4C). Esto es una reminiscencia de la escision de caspasa-3 en las células
LNCaP tratadas con UCN-01 solo o con el tratamiento de combinacion de MsN con UCN-01 (Figura 1C). Al contrario,
se detectd mucho producto de escisién de caspasa-7 en las células HepG2 tratadas con UCN-01 o con el
tratamiento de combinacion de M4sN con UCN-01, a la vez que se detecté una cantidad pequefia de producto de
escision de caspasa-7 en las células tratadas con etopdsido o rapamicina independientemente de un tratamiento
concomitante con M4N (Figura 4C). Globalmente, los datos del ensayo TUNEL indican que el tratamiento de
combinacién es capaz de inducir de manera sinérgica la muerte celular en las células cancerosas cuya maquinaria
de muerte celular mitocondrial esta alterada, tales como las células MCF-7 (Figuras 4A y B). Mientras tanto, los
datos de la transferencia de Western muestran que la escisién de caspasa-7 esta incrementada o inalterada en las
células tratadas con los tratamientos de combinacion en estas lineas celulares, asi como en las células LNCaP
(Figura 4C).

Se examino el efecto de MsN sobre la autofagia mediante el uso de la transferencia de Western para LC3B-II en
presencia de Baflomicina A en células MCF-7 y HepG2 (Figura 4D). Los datos de la transferencia de Western
muestran que M:zN bloquea la autofagia en estas lineas celulares asi como en las células LNCaP, lo que indica que
el efecto supresor de MsN sobre la autofagia es ubicuo hasta cierto punto en las células cancerosas.

Efecto de los tratamientos de combinacion de M4N con etopdsido y rapamicina sobre la duracién de la vida y la
metastasis pulmonar en ratones atimicos (nu/nu) con implantes ortotépicos de tumores LNCaP. Los datos de los
cultivos de tejidos con células LNCaP (Figuras 1A y B) que muestran la induccion sinérgica de la muerte celular
mediante el tratamiento de combinacién de MsN/etopdsido o de MsN/rapamicina incitaron a examinar la eficacia
antineoplasica de este régimen farmacolégico de combinacién en experimentos en animales con xenoinjertos. Se
administraron los compuestos a ratones de manera intravenosa mediante el uso del sistema de disolventes CPE
(25/30) (39). Los datos de la tasa de supervivencia tras la inoculacién de los tumores (Figura 5A) muestran que
todos los ratones que albergaban el tumor LNCaP tratados con MsN y etopdsido (9 de 9 ratones) o rapamicina (5 de
5 ratones) sobrevivieron mas 100 dias tras la implantacion, mientras todos los ratones tratados con un Unico farmaco
(etopdsido, rapamicina, o M4N) no sobrevivieron mas de 34 dias tras la implantacion (todos los ratones de control
murieron antes de 20 dias tras la implantacion). Los datos histolégicos (Figura 5B) muestran que los pulmones de
todos los ratones tratados con MsN con etopdsido o rapamicina no desarrollaron ninguna metastasis pulmonar
evidente (etopdsido: 0 de 5 ratones, rapamicina: 0 de 3 ratones), mientras muchos de los pulmones de los ratones
tratados con un unico farmaco (etopdsido, rapamicina, o MsN) desarrollaron metastasis pulmonar evidente
(etopdsido: 3 de 5 ratones, rapamicina: 3 de 4 ratones, MsN: 2 de 4 ratones).

Ejemplo 4: Muerte celular inducida mediante el tratamiento de combinacion de MsN con UCN-01 en diversas células
en cultivo de tejidos. Hasta ahora se ha examinado la induccién sinérgica de la muerte celular basada en MsN con
otros farmacos antineoplasicos, principalmente mediante el uso de la linea celular LNCaP de cancer de prostata
humano en este estudio distinto de los datos con células MCF-7 y HepG2 de la Figura 4. Todos estos datos
muestran que el tratamiento de combinacién de MsN con UCN-01 indujo mas muerte celular en todas las lineas
celulares usadas hasta ahora, lo que incité6 a examinar adicionalmente la eficacia del tratamiento farmacolégico de
combinacién de MsN con UCN-01. En primer lugar, se examin6 la muerte celular en diversas lineas celulares
tratadas con el tratamiento de combinacién de MsN con UCN-01. Los datos del ensayo TUNEL (Figura 6) muestran
que MsN induce de manera sinérgica la muerte celular con UCN-01 en nueve de doce lineas de células cancerosas
que se examinaron, que incluyeron células de glioblastoma LN229, células de cancer de colon HT29, tres células de
cancer de prostata diferentes (LNCaP, DU145, y PC3), tres células de cancer de mama diferentes (MCF-7, MDA-
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MB231, y MDA-MB468), y células de cancer hepatico HepG2. En las tres lineas celulares restantes (células de
leucemia K562, células de cancer ovarico OC24, y células de cancer hepatico Hep3B), MsN indujo la muerte celular
con UCN-01 al menos de manera aditiva o de manera débilmente sinérgica. En cada caso, el tratamiento
farmacologico combinado de M4N con UCN-01 mejor6 la actividad de induccion de la muerte de células tumorales
respecto del tratamiento con farmacos individuales de MsN o UCN-01 solos.

Ejemplo 5: Efecto del tratamiento de combinacion de MsN con UCN-01 sobre la tasa de supervivencia de ratones
que albergaban cancer ovarico OC24. Los datos de los cultivos de tejidos (Figura 6) indicaron que el tratamiento de
combinacién de MsN con UCN-01 tuvo la capacidad de mejorar la eficacia antineoplasica de MsN en una amplia
diversidad de canceres. A continuacion, se examinoé si este tratamiento de combinacién podria mejorar la eficacia
antineoplasica de M4sN en experimentos con animales. En este experimento, se usaron ratones atimicos que
albergaban cancer ovarico OC24 como sistema modelo. Las células OC24 son canceres muy agresivos, y tienen la
capacidad de matar practicamente a todos los ratones cuando se inoculan solamente diez mil células cancerosas de
manera intraperitoneal a un ratén. Debido a que los datos de los cultivos de tejidos (Figura 1) mostraron que el
tratamiento de combinacion de MsN/UCN-01 mejoré solamente de manera aditiva la eficacia de la induccion de la
muerte celular respecto del tratamiento individual con MsN o UCN-01 en esta linea celular, este experimento en
animales deberia revelar la capacidad de este tratamiento de combinacion de mejorar la eficacia antineoplasica en
las condiciones menos 6ptimas. Los datos de la tasa de supervivencia de ratones que albergaban cancer ovarico
0OC24 con o sin tratamiento con farmacos se muestran en la Figura 7. Todos los ratones sin tratamiento murieron en
menos de 26 dias tras la inoculacion de los tumores. Mientras tanto, cierto porcentaje de los ratones sobrevivieron
en todos los grupos de tratamiento (MsN solo, UCN-01 solo, o combinacion MsN/UCN-01) mas de 45 dias tras el
tratamiento (el momento de preparacion del presente manuscrito). La tasa de supervivencia a los 45 dias tras el
tratamiento fue del 33%, 20%, y 42% para el grupo de MsN solo, UCN-01 solo, o combinacién MsN/UCN-01,
respectivamente. Los datos indicaron que MsN y UCN-01 mejoraron de manera aditiva la eficacia antineoplasica de
cada farmaco en este modelo animal, tal como se esperaba a partir del experimento de cultivo de tejidos (Figura 6).

Efecto del tratamiento de combinacion de MsN con UCN-01 sobre el peso del liquido ascitico y de los tumores
abdominales en ratones que albergaban cancer ovarico OC24. Los datos de la tasa de supervivencia (Figura 7)
indican que el tratamiento de combinacion de MsN/UCN-01 tuvo cierto efecto beneficioso para mejorar la eficacia
antineoplasica de MsN o UCN-01 para prolongar la duracion de la vida de los ratones que albergaban tumores. Para
estudiar adicionalmente la eficacia antineoplasica del tratamiento de combinacion MsN/UCN-01, a continuacion se
midio el volumen del liquido ascitico y de los tumores abdominales. El liquido ascitico se recogi6é de la cavidad
peritoneal en el momento de la muerte de los ratones que albergaban tumores. Los tumores abdominales se
localizan normalmente cerca del area en la que se inocularon los tumores mediante aguja. La Figura 8A muestra
fotografias de tumores abdominales tipicos como ejemplo. La Tabla 1 muestra el peso del liquido ascitico y el peso
de los tumores en el momento de la muerte de los ratones. Los datos se recopilaron a los 45 dias tras la inoculaciéon
de los tumores. Por lo tanto, todavia hubo varios ratones que sobrevivian a la masa tumoral. Los datos mostraron
una tendencia global a que el peso de los tumores abdominales fuera mas pequefio en los ratones tratados con el
tratamiento de combinacién de M4sN/UCN-01 que en los ratones de control o en los ratones tratados con M4N o UCN-
01 solos.

Tabla |. Efecto del tratamiento de combinacién de MsN/UCN-01 sobre el peso del liquido ascitico y los tumores
abdominales en ratones que albergaban el tumor OC24 en el momento de la muerte. El liquido ascitico y los tumores
abdominales se recogieron en el momento de la muerte de cada ratdn. Debido a que los datos se obtuvieron a los 45
dias tras la inoculacién de los tumores, algunos ratones todavia estaban vivos, y no estaban disponibles para la
medida del peso.

Tabla |. Efecto del tratamiento de combinaciéon de
MsN/UCN-01 sobre el peso del liquido ascitico y los
tumores abdominales en ratones que albergaban el tumor
0OC24 en el momento de la muerte.

Farmaco Peso del Liquido Peso de los
Ascitico (g) Tumores
(mg)
Control
n°1 N/A N/A
n°2 6,3 400
n°3 9,3 561
n° 4 7,1 100
n°5 6,7 34
n°6 4,8 -
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n°7 11,2 -

M:N

n°1 4,4 101,3

n° 2 Vivo -

n°3 7,8 <100

n° 4 Vivo -

n°5 5,8 360,5

n°6 16,1 69

UCN-01

n°1 7.4 Sin Tumor

n°2 15 360,5

n°3 Vivo -

n°4 14,3 Sin Tumor

n°5 2,9 87
MsN + UCN-01

n°1 7.9 Sin Tumor

n°?2 4.8 76 mg

n°3 Vivo -

n° 4 14,9 47,3

n°5 Vivo -

n° 6 Vivo -

n°7 1,2 Sin Tumor

El liquido ascitico y los tumores abdominales se
recogieron en el momento de la muerte de cada raton.
Debido a que los datos se obtuvieron a los 45 dias tras la
inoculacion de los tumores, algunos ratones todavia
estaban vivos, y no estaban disponibles para la medida
del peso.

Una vez que el liquido ascitico comienza a acumularse en la cavidad peritoneal, a veces constituye una porcion
significativa del peso corporal. La Tabla || muestra el cambio de peso corporal de cada ratén a lo largo del tiempo
tras la inoculacion de los tumores.

Tabla Il. Cambio del peso corporal en ratones que albergaban tumores OC24 tratados con la combinacion de
farmacos M4sN/UCN-01. El peso corporal se midié periédicamente para los ratones tratados con el vehiculo solo, MsN
solo, UCN-01 solo, o la combinacién MsN/UCN-01. Las condiciones exactas de los protocolos de inyeccion de
farmacos se describen en la leyenda de la Figura 2. El ratén n° 6 del grupo de UCN-01 murié accidentalmente. Por lo
tanto, este ratén se omite para el analisis de los datos de la Figura 2-4, y la Tabla |. El peso corporal se representa
en la escala de gramos.
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El incremento del peso corporal de los ratones muertos en el momento de la muerte sobre el peso inicial fue del
37,8% (DE=18,9%, N=19), mientras el incremento del peso corporal de los ratones vivos a los 40 dias tras la
inoculacion de los tumores sobre el peso inicial fue del 9,5% (DE=7,5%, N=6). La diferencia de los dos grupos es
estadisticamente significativa mediante la prueba t (0,2%). Esto indicd que el peso corporal de los ratones (o liquido
ascitico) se incrementé de manera muy significa en el momento de su muerte. Por lo tanto, el cambio de peso
corporal se puede usar como indicador para estimar el volumen de liquido ascitico y asi el estado global de los
ratones. La Tabla 2 muestra que el peso corporal del ratén n® 5 del grupo de tratamiento de combinacién disminuyd
desde 30,5 g (dia 22) hasta 25,7 g (dia 26). El peso corporal se incremento ligeramente tras el dia 26. Sin embargo,
no ha alcanzado el peso maximo alcanzado en el dia 22 (30,5 g). La Figura 8B muestra las fotografias de este raton
desde el dia 22 hasta el dia 43. Las fotografias muestran la disminucion evidente del volumen del area abdominal
desde el dia 22 hasta el dia 29 pasando por el dia 26. Esto indicoé casi con toda certeza la reducciéon del liquido
ascitico. Las fotografias también muestran que el tamafio del tumor subcutaneo en el centro izquierdo del area
abdominal se ha reducido desde el dia 22 hasta el dia 43. Se midi6 la anchura abdominal indicativa del volumen de
liquido ascitico, y el tamafio del tumor abdominal de este raton en particular, y se represento respecto del tiempo tras
la inoculacion del tumor (Figura 8C), lo que demuestra claramente que el tamafio abdominal y el tamafio del tumor
disminuyeron a lo largo del tiempo. Las observaciones representadas en las Figuras 8B y 8C indican que el
tratamiento de combinaciéon de MsN con UCN-01 puede reducir la masa tumoral incluso después de que el tamario
del tumor haya alcanzado un cierto punto.

Discusién

La autofagia es un proceso celular crucial para mitigar las lesiones en las células sometidas a estrés (27, 28). La
autofagia puede funcionar de dos maneras opuestas con respecto a la terapia del cancer (27, 28). El estrés activa la
autofagia, que mitiga las lesiones y estimula la senescencia, lo que limita la tumorigénesis. Por otra parte, la
autofagia también permite a las células tumorales sobrevivir al estrés metabdlico, pasar a ser inactivas, y
regenerarse con el alivio del estrés, lo que puede estimular la tumorigénesis. La terapia citotoxica, selectiva, y con
radiacion amplifica el estrés y la autofagia, ademas del estrés metabdlico inherente en el micromedio tumoral. Los
inhibidores de la autofagia bloquean la autofagia, lo que amplifica la lesion y la muerte celular, a la vez que también
reducen el reposo y la regeneracion, inclinando el equilibrio a favor de la regresion tumoral. De manera alternativa,
los estimuladores de la autofagia pueden ser Utiles para la prevencion del cancer aumentando la mitigacion de las
lesiones y la senescencia.

Sin embargo, en conjunto, la bibliografia reciente indico que la inhibicion de la autofagia es beneficiosa en la practica
para mejorar los efectos de los farmacos antineoplasicos. Amaravadi et al. demostré que la inhibicion de la autofagia
mediante hidroxicloroquina (HCQ), que bloquea la acidificaciéon de los lisosomas y la degradacion de los
autofagosomas, mejoro la eficacia antineoplasica de los farmacos alquilantes (47). Ding et al. demostré que la
induccion de la autofagia mediante productos quimicos tales como A23187, tunicamicina, tapsigargina, y brefeldina
A mitigd el estrés en lineas celulares de cancer de colon y las protegio de la muerte celular, mientras la autofagia
inducida mediante los mismos productos quimicos no confirié proteccion en una linea celular de colon normal, ni en
los fibroblastos embrionarios sin transformar, y en su lugar contribuyé a la muerte celular (48). Estos hallazgos
indicaron que la inhibicion de la autofagia inducida mediante HCQ podria aumentar la muerte celular mediada por la
terapia antineoplasica especificamente en las células cancerosas. Se han iniciado varios ensayos clinicos en
pacientes con tumores solidos y hematopoyéticos para poner a prueba esta teoria (27). La mayoria de estos
ensayos son combinaciones de HCQ con quimioterapia citotdxica, inductores del estrés metabdlico o terapias
selectivas, con la hipdtesis global de que la autofagia es un mecanismo de resistencia terapéutica, y HCQ
incrementara la citotoxicidad mediante la inhibicién de la autofagia.

En respuesta al estrés metabdlico, la autofagia puede retrasar la muerte celular mediante apoptosis, y en las células
deficientes de apoptosis, la inactivacion de la ruta de supervivencia mediante autofagia estimula la muerte celular
necrotica in vitro y en tumores in vivo (29, 31, 36). Se descubrié que MsN bloquea la autofagia (esta observacion se
demostré mediante la reduccion del flujo neto de la proteina LC3B-Il con transferencia de Western e
inmunocitoquimica). Aunque ya se ha establecido que HCQ es un inhibidor de la autofagia, el mecanismo para
inhibir la autofagia parece ser diferente entre M4uN y HCQ. A diferencia de HCQ, el objetivo de M4N parece ser la
proteina BNIP3, que es un activador de la muerte celular y de la autofagia. Por ejemplo, se demostré que BNIP3
actla como mediador en la autofagia inducida por el estrés hipdxico y protege a las células de las lesiones celulares
mediadas por la hipoxia (24). Los tumores a menudo estan expuestos a condiciones hipdxicas, debido a que los
tumores de crecimiento rapido normalmente no reciben un suministro suficiente de vasos sanguineos. Al mismo
tiempo, la terapia citotoxica, selectiva, y de radiacion amplifica el estrés. La prevencion de la expresion de BNIP3
reducira la capacidad de las células cancerosas de enfrentarse a este estrés asociado a menudo al desarrollo del
tumor y la terapia del cancer.

Aparte del efecto de estimular la autofagia, se sabe que BNIP3 induce la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y activa la ruta apoptética citocromo c-caspasa-9-caspasa-3 (25, 26). La expresion reducida de BNIP3
deberia dar como resultado la hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial, que bloquea la activacién de caspasa-
9 y 3 inducida por otros farmacos antineoplasicos. En este sentido, la inhibicion de BNIP3 mediante MsN deberia
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bloquear la autofagia y la muerte celular mediada por mitocondrias convencional. De hecho, la activacion de
caspasa-9 y 3 inducida mediante el tratamiento con UCN-01 se interfiri6 mediante el tratamiento concomitante de
UCN-01 con MsN (Figura 1C). Se demostré que MsN hiperpolariza el potencial de la membrana mitocondrial, lo que
deberia interferir en la funcion de los mecanismos de la muerte celular asociada a las mitocondrias. También se
descubrié que la despolarizaciéon del potencial de la membrana mitocondrial inducida mediante el tratamiento con
rottlerina o Ly294002 en células LNCaP se invirti6 hasta el potencial normal hasta cierto punto mediante el
tratamiento concomitante de estos productos quimicos con MsN (véase el anexo). Los datos indican en conjunto que
la inhibicién de BNIP3 inducida mediante MsN bloquea el mecanismo de muerte celular asociada a las mitocondrias,
al igual que inhibe la autofagia.

De manera interesante, existe una secuencia consenso de Sp1 en la region promotora de la proteina BNIP3 (49).
Uno de los mecanismos para que MusN lleve a cabo las diversas actividades fisioldgicas es la inhibicion reversible de
la unién de la proteina Sp1 a las secuencias consenso de Sp1 del genoma (3). Es muy posible que MsN inhiba la
expresion de BNIP3 reduciendo la actividad del promotor del gen de BNIP3 por medio de la unién a la secuencia
consenso de Sp1 del promotor. Recientemente se demostré que MsN pudo reducir la inflamaciéon por medio de su
capacidad de unirse al sitio de la secuencia de unién consenso de NFkB (50). Se demostr6 que debido a que existe
homologia entre la secuencia consenso del sitio de uniéon de Sp1 y la del sitio de unién de NFkB, MsN pudo unirse a
ambos sitios de Sp1 y NFkB (50). Se han publicado varios articulos que indican que NFkB desempefia un papel
importante en la regulacion de la expresion de BNIP3 (51, 52). Estos hallazgos propusieron que MsN podria interferir
en la expresion de BNIP3 mediante la unién a la secuencia consenso de NFkB en vez de a la secuencia consenso
de Sp1 en el promotor de BNIP3.

Independientemente del bloqueo de los mecanismos de muerte celular mitocondrial, el tratamiento de combinacién
de M4N con otros farmacos antineoplasicos (y también con rottlerina o Ly294002, véase el anexo) mejord
definitivamente la eficacia antineoplasica de estos farmacos antineoplasicos. Este es el caso, ya que el tratamiento
de combinacién parece ser capaz de utilizar otros mecanismos de muerte celular distintos de los mecanismos
convencionales de muerte celular asociada a las mitocondrias. La ruta de muerte celular asociada a caspasa-7 es
una de las maquinarias de muerte celular que se pueden usar mediante los tratamientos de combinacién, debido a
que la activacion de caspasa-7 no requiere la activacion mitocondrial (53, 54). El estudio con la transferencia de
Western, el ensayo colorimétrico, y los experimentos con el inhibidor zDEVD-fmk indican que la caspasa-7 es
responsable hasta cierto punto de la muerte celular inducida mediante los tratamientos de combinacion. Existe
mucha bibliografia, lo que indica que la activacion de caspasa-7 es responsable de la induccién de la muerte celular
en células cancerosas también en ciertas condiciones experimentales (55, 56), lo que apoya el hallazgo de que la
activacion de caspasa-7 es capaz de inducir la muerte celular, lo que es suficiente para provocar una actividad
antineoplasica eficaz. Debido a que zDEVD-fmk no puede inhibir completamente la muerte celular (Figura 1E),
probablemente los mecanismos de muerte celular independientes de caspasa (tales como la necrosis) también
participan en la muerte celular inducida mediante los tratamientos de combinacién (57). El estudio que usé zVAD-
fmk en el sistema experimental de células LNCaP tratadas con los tratamientos de combinacion de MsN con
rottlerina y Ly294002 también apoya este concepto (véase el anexo). Previamente se demostré que la consecuencia
de la inhibicién de zVAD de la muerte celular (por medio de la inhibicion de las caspasas) y de la supervivencia
celular mediante autofagia (por medio de la inhibicion de Catepsina B) es la induccion de la muerte celular necrética
(58). Debido a que MsN puede bloquear la muerte celular convencional asociada a las mitocondrias y la
supervivencia celular autofagica, el tratamiento con MsN deberia ser capaz de inducir la necrosis si los hallazgos se
aplicaran a los resultados.

Los farmacos antineoplasicos tienen efectos adversos sobre los tejidos normales, al igual que sobre las células
cancerosas. En muchos casos, existen diferencias sustanciales en la fisiologia mitocondrial entre las células
normales y las células cancerosas. Para mantener un consumo elevado de energia debido a una velocidad elevada
de crecimiento, las mitocondrias de las células cancerosas a menudo estan en un estado de hiperpolarizacién de la
membrana (13, 14). Los mecanismos de muerte celular mediada por las mitocondrias normalmente estan
bloqueados en las mitocondrias hiperpolarizadas. Esto hace que las células cancerosas sean resistentes a los
estimulos de muerte celular. Por otra parte, las células normales son muy susceptibles a los estimulos de muerte
celular, debido a que las mitocondrias normales comienzan facilmente a experimentar la despolarizacion de la
membrana en respuesta a esos estimulos. Normalmente se considera que las células LNCaP son menos agresivas
que muchas otras células cancerosas, ya que las células LNCaP son positivas para p53 de tipo natural y positivas
para receptores de androgenos. Si esta suposicion es correcta, se considera que la diferencia de la expresion de
formas escindidas de caspasa-9 y -3 entre las células LNCaP (Figura 1C) y células tales como las células MCF-7 o
HepG2 (Figura 4C) esta relacionada hasta cierto punto con la diferencia de la fisiologia de las mitocondrias entre las
células normales y las células cancerosas. Asi, los datos de la transferencia de Western que muestran la
interferencia de la activacion de caspasa-9 y -3 mediante MsN (Figura 1C) se pueden aplicar a lo que ocurriria a los
mecanismos de muerte celular asociada a las mitocondrias de los tejidos normales tratados con MsN, que es que
MsN deberia poder proteger a las células normales de los efectos toxicos adversos de los farmacos antineoplasicos
previniendo la muerte celular convencional asociada a las mitocondrias. Mientras tanto, MsN todavia permite la
muerte celular dependiente de caspasa-7 y otra muerte celular independiente de las mitocondrias. Asi, el resultado
global del tratamiento de combinacién con M4N deberia ser que habra mas toxicidad hacia las células cancerosas
con menos toxicidad hacia las células normales.
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Las células cancerosas, que necesitan mas energia que las células normales, son mas vulnerables al estrés
metabodlico que las células normales. El bloqueo autofagico inducido por MsN provoca mas efectos perjudiciales a las
células cancerosas que a las células normales, e incrementa la eficacia de los farmacos antineoplasicos en las
células cancerosas, mientras la inhibicion de BNIP3 inducida por M4N protege a las células normales de los efectos
toxicos de los farmacos que resultan de la muerte celular dependiente de caspasa-9 y -3 que es mas perjudicial para
las células normales que para las células cancerosas (porque las células cancerosas a menudo tienen mitocondrias
alteradas, mientras las células normales tienen mitocondrias completamente funcionales). Probablemente, esta es la
razon principal por la que MsN es bastante atoxico, lo que se ha demostrado de muchas maneras en ensayos
clinicos de MsN mediante el uso de pacientes humanos (10). Podria ser que los pacientes pudieran tolerar dosis mas
altas de farmacos antineoplasicos en los tratamientos de combinacién con MsN, debido a que es razonable predecir
que MsN reduzca los efectos tdxicos de otros farmacos antineoplasicos previniendo el mecanismo convencional de
muerte celular.

Cuando el bloqueo autofagico y el bloqueo de BNIP3 funcionan juntos en presencia de farmacos antineoplasicos con
una eficacia intensa para desestabilizar la integridad de los sistemas celulares, la consecuencia es que se induce de
una manera mas eficaz la muerte celular en las células cancerosas, mientras las células normales quedan bastante
protegidas de los efectos citotoxicos intensos de los farmacos antineoplasicos. MsN es muy excepcional, en el
sentido de que un agente quimico puede realizar estas dos acciones importantes esenciales para permitir que los
farmacos antineoplasicos combinados funcionen de manera eficaz en situaciones clinicas. Ademas, el hallazgo de
que MyN inhibe la actividad de BNIP3 amplia el uso potencial de MsN mas alla del uso como farmaco antineoplasico.
Se considera que BNIP3 es una causa importante de muerte de células cardiacas tras un infarto de miocardio (26).
Debido a que M4N puede aliviar la muerte celular dependiente de caspasa por medio de la activacion de BNIP3,
protegera a las células cardiacas restantes de morir tras un infarto de miocardio. Este esquema puede funcionar en
muchas otras situaciones en las que existe la necesidad de proteger a las células de morir en caso de emergencia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de acido tetra-O-metil nordihidroguayarético
(M4N) o acido maltosa-tri-O-metil nordihidroguayarético (maltosa-M3N);

y una cantidad eficaz de 7-hidroxiestaurosporina.

2. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1 para el uso como un medicamento para tratar el cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de colon, cancer hepatico, glioblastoma y/o cancer ovarico en un mamifero.

3. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 2, en la que el mamifero es un ser humano,
gato, perro o raton.

4. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 2 6 3, en la que el tumor es un tumor sélido o
un tumor hematolégico.

5. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 1 para el uso como un medicamento para prevenir o inhibir el
crecimiento tumoral en un animal con cancer de mama, cancer de préstata, cancer de colon, cancer hepatico,
glioblastoma y/o cancer ovarico.

6. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 5, en la que el animal es un ser humano, gato,
perro o ratén.

7. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 5 6 6, en la que el tumor es un tumor soélido o
un tumor hematolégico.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 1 para el uso como un medicamento para prevenir la
metastasis tumoral en un mamifero con cancer de mama, cancer de préstata, cancer de colon, cancer hepatico,
glioblastoma y/o cancer ovarico.

9. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 8, en la que el mamifero es un ser humano,
gato, perro o raton.

10. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 8 6 9, en la que el tumor es un tumor sélido o
un tumor hematolégico.

11. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1 en una cantidad eficaz para el uso en un medicamento.
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