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DESCRIPCION
El uso de derivados del péptido Wnt5-a para el tratamiento de melanoma y cancer gastrico
Campo técnico

La presente invencién se refiere a ciertos derivados de carbamato no ramificados de ciertos derivados de Wnt5-a,
ademas de al tratamiento de melanoma usando estos derivados de Wnt5-a.

Antecedentes de la invencion

El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos, que se encuentran predominantemente en la piel, pero
también en el intestino y el ojo. Es uno de los tipos mas raros de cancer de piel, pero produce la mayoria de las
muertes relacionadas con el cancer de piel. El melanoma maligno es un tipo potencialmente grave de cancer de piel.
Es debido al crecimiento no controlado células del pigmento, llamadas melanocitos. A pesar de muchos afios de
intensa investigacion de laboratorio y clinica, la Unica cura eficaz es la extirpacion quirdrgica del tumor primario antes
de que alcance un espesor superior a 1 mm.

Aproximadamente 160.000 nuevos casos de melanoma se diagnostican en el mundo cada afio, y es mas frecuente
en hombres y caucasicos. Es mas comun en poblaciones caucasicas que viven en climas soleados que en otros
grupos. Segun el informe de la OMS, aproximadamente 48.000 muertes relacionadas con melanoma se producen en
el mundo por afio. El melanoma maligno representa el 75 por ciento de todas las muertes asociadas al cancer de
piel.

El tratamiento incluye la eliminaciéon quirdrgica del tumor; tratamiento adyuvante; quimio- e inmunoterapia, o
radioterapia.

El riesgo de desarrollar melanoma depende de dos grupos de factores: intrinsecos y medioambientales. Los factores
“intrinsecos” son generalmente una historia familiar del individuo y genotipo heredado, mientras que el factor
medioambiental mas relevante es la exposicion al sol. Estudios epidemioldgicos sugieren que la exposicion a
radiacion ultravioleta (UVA y UVB) es uno de los principales contribuyentes al desarrollo de melanoma. La radiacion
UV produce dafio al ADN de las células, normalmente la dimerizacién de timina, que cuando no se repara puede
crear mutaciones. Cuando la célula se divide, estas mutaciones se propagan a nuevas generaciones de células. Si
las mutaciones se producen en oncogenes o genes supresores de tumores, la tasa de mitosis en las células que
llevan la mutacion pueden descontrolarse, conduciendo a la formacién de un tumor. La exposicién al sol extrema
ocasional (produciendo “quemadura solar’) esta causalmente relacionada con el melanoma.

Posibles elementos significativos en la determinacion del riesgo incluyen la intensidad y duracién de la exposicion al
sol, la edad a la que se produce la exposicion al sol y el grado de pigmentacion de la piel. La exposicion durante la
infancia es un factor de riesgo mas importa que la exposicion en la adultez. Esto se observa en estudios de
migracion en Australia en los que personas tienden a retener el perfil de riesgo de su pais de nacimiento si migran a
Australia como adulto. Individuos con quemaduras solares con ampollas o con pelado (especialmente en los
primeros veinte afios de vida) tienen un riesgo significativamente mayor de melanoma. Esto no significa que la
quemadura solar sea la causa del melanoma. En su lugar, estd meramente estadisticamente correlacionado. La
causa es la exagerada exposicion a UV. Se ha mostrado que el filtro solar, aunque previene la quemadura solar, no
protege de melanoma. Muchos investigadores dicen que el filtro solar puede incluso aumentar el riesgo de
melanoma. Personas rubias y pelirrojas, personas con multiples lunares atipicos o lunares displasicos y personas
nacidas con lunares melanociticos congénitos gigantes tienen un riesgo elevado.

La incidencia de melanoma ha aumentado en los ultimos afios, pero no esta claro hasta qué grado participan los
cambios en el comportamiento, en el entorno, o una detecciéon precoz.

Para entender como el filtro solar puede reducir la quemadura solar y al mismo tiempo causar melanoma es
necesario distinguir entre dafio de ADN directo y dafio de ADN indirecto. El analisis genético ha mostrado que el 92
% de todos los melanomas se produce por el dafio de ADN indirecto. EI melanoma familiar es genéticamente
heterogéneo, y se han identificado sitios para el melanoma familiar sobre los brazos del cromosoma 1p, 9p y 12q.

Los signos y sintomas del melanoma son:

= Lesion de la piel asimétrica.

= El limite de la lesién es irregular.

= Los melanomas tienen normalmente multiples colores.

= Es mas probable que las verrugas de mas de 5 mm sean melanomas que las verrugas mas pequefias.

La evolucion (es decir, cambio) de una verruga o lesion puede ser una pista de que la lesién se esta volviendo
maligna.
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Los tipos mas comunes de melanoma en la piel son:

» Melanoma superficial diseminante (SSM)
= Melanoma nodular

= Melanoma lentiginoso acral

= Lentigo maligno (melanoma)

Cualquiera de los tipos anteriores puede producir melanina (y ser de color oscuro) o no (y ser amelanético — no
oscuro). Similarmente, cualquier subtipo puede mostrar desmoplasia (reaccion fibrosa densa con neurotropismo),
que es un marcador de comportamiento agresivo y una tendencia a reaparicion local.

En cualquier parte:

sarcoma de células claras (melanoma de partes blandas)
melanoma de la mucosa
melanoma uveal

Las caracteristicas que afectan el pronoéstico son el espesor del tumor en milimetros (profundidad de Breslow),
profundidad relacionada con estructuras de la piel (nivel de Clark), tipo de melanoma, presencia de ulceracion,
presencia de invasion linfatica/perineural, presencia de linfocitos infiltrantes del tumor (si esta presente, el prondstico
es mejor), localizacion de lesion, presencia de lesiones satélite y presencia de metastasis regionales o distantes.

Ciertos tipos de melanoma tienen peores prondsticos, pero esto se explica por su espesor. De forma interesante, los
melanomas menos invasivos, incluso con metastasis al ganglio linfatico, llevan un mejor pronéstico que los
melanomas profundos sin metastasis regionales en el momento de la estadificacion. Las reapariciones locales
tienden a comportarse similarmente a una primaria, a menos que estén en el sitio de una amplia escision local (a
diferencia de una escision escalonada o escision por perforacion/rasurado) ya que estas reapariciones tienden a
indicar invasion linfatica.

Cuando los melanomas se han diseminado a los ganglios linfaticos, uno de los factores mas importantes es el
numero de nodos con tumor maligno. El grado de tumor maligno dentro de un nodo también es importante; las
micrometastasis en las que el tumor maligno es solo microscopico tienen un prondstico mas favorable que las
macrometastasis. En algunos casos, las micrometastasis solo pueden detectarse por tinciéon especial, y si el tumor
maligno es solo detectable por una prueba raramente empleada conocida como reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), el prondstico es mejor. Las macrometastasis en las que el tumor maligno es clinicamente
evidente (en algunos casos el cancer sustituye completamente un nodo) tienen un prondstico mucho peor, y si los
nodos estan apelmazados o si hay extension extracapsular, el prondstico es todavia peor.

Cuando hay metastasis distantes, el cancer se considera generalmente incurable. La tasa de supervivencia a los
cinco afios es inferior al 10 %. La mediana de la supervivencia es de 6 a 12 meses. El tratamiento es paliativo,
basandose en la prolongacion de la vida y la calidad de vida. En algunos casos, los pacientes pueden vivir muchos
meses o incluso afios con melanoma metastasico (dependiendo de la agresividad del tratamiento). Las metastasis a
la piel y los pulmones tienen un mejor prondstico. Las metastasis al cerebro, hueso e higado estan asociadas a un
peor prondstico.

El melanoma aparece en diferentes estadios, que se denominan estadio 0, que es melanoma in situ que tiene el 100
% de supervivencia, estadio /I, que es melanoma invasivo que tiene el 85-95 % de supervivencia, estadio Il, que es
melanoma de alto riesgo que tiene el 40-85 % de supervivencia, estadio Ill, que es metastasis regional que tienen el
25-60 % de supervivencia, estadio IV, que es metastasis distante que tiene el 9-15 % de supervivencia basada en la
supervivencia a los 5 afios de AJCC con tratamiento apropiado.

La cirugia es la primera terapia de eleccion para el melanoma cutaneo localizado. Dependiendo del estadio también
se hace una biopsia del ganglio linfatico centinela, aunque existe controversia alrededor de la evidencia del ensayo
para este procedimiento. El tratamiento de melanoma maligno avanzado se realiza desde un enfoque
multidisciplinar.

Los melanomas de alto riesgo pueden requerir tratamiento adyuvante. En los Estados Unidos, la mayoria de los
pacientes con, por lo demas, buena salud empezaran hasta un afio de tratamiento con interferén de alta dosis, que
tiene graves efectos secundarios, pero puede mejorar el prondstico del paciente. Esta afirmacion no esta soportada
por toda la investigacion en este momento, y en Europa el interferon normalmente no se usa fuera del alcance de los
ensayos clinicos.

Se usan diversos agentes de quimioterapia, que incluyen dacarbazina (también llamada DTIC), se usan
inmunoterapia (con interleucina-2 (IL-2) o interferon (IFN)), ademas de perfusion local, por diferentes centros.
Pueden mostrar ocasionalmente un éxito espectacular, pero el éxito global en el melanoma metastasico esta
bastante limitado. La IL-2 (Proleukin®) es la primera nueva terapia autorizada para el tratamiento de melanoma
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metastasico en 20 afios. Los estudios han demostrado que la IL-2 ofrece la posibilidad de una remisién completa y
de larga duracion de esta enfermedad, aunque solo en un pequefio porcentaje de pacientes. Varios nuevos agentes
y novedosos enfoques estan en evaluacion y son prometedores.

La radioterapia se usa frecuentemente después de la extirpacion quirirgica para pacientes con melanoma
localmente o regionalmente avanzado o para pacientes con metastasis distantes no extirpables. Puede reducir la
tasa de reaparicion local, pero no prolonga la supervivencia.

El antecedente molecular de la progresion del melanoma se ha estudiado ampliamente y el analisis de expresion
génica ha identificado varios genes diferencialmente expresados en formas invasivas de melanoma frente a
melanoma menos invasivo o lunares benignos, un gen tal es Wnt-5a (Bittner y col., 2000). Wnt-5a es una proteina
rica en cisteina secretada que experimenta glucosilacién postraduccional y modificaciones de lipido (Kurayoshi y
col., 2007). Tras su secrecion, Wnt-5a actia de uno modo auto- o paracrino, uniéndose a su receptor, en melanoma
maligno se ha mostrado que Wnt-5a se une al receptor Frizzled-5 acoplado a la proteina G (Weeraratna, 2002). Se
considera una proteina Wnt no canédnica, que indica que no actua principalmente mediante la ruta de sefializacion de
B-catenina. La importancia de Wnt-5a en la progresion del cancer se ha estudiado en diferentes tipos de cancer
durante los ultimos afos. Se ha mostrado que Wnt-5a tiene actividad supresora de tumores en cancer de mama,
cancer de tiroides, linfoma, neuroblastoma, cancer de colon y cancer de higado (Jonsson 2002; Kremenevskaja
2005: Liang 2003; Blanc 2005; Dejmek 2005; Liu 2008). Sin embargo, en otros tipos de cancer como melanoma
maligno y cancer gastrico se ha mostrado un aumento de la expresion de Wnt-5a que promueve la progresion
tumoral (Bittner y col., 2000, Weeraratna, 2002; Lewis y col., 2005; Kurayoshi y col., 2006). Basandose en estos
resultados puede llegarse a la conclusion de que, en ciertos canceres, una sustancia que imita los efectos de Wnt-5a
podria servir para inhibir la progresion tumoral (Safholm, 2006), mientras que en otros canceres, como melanoma
maligno, se requeriria un inhibidor de la progresiéon tumoral mediada por Wnt-5a.

Con respecto a los efectos aguas abajo funcionales de la proteina Wnt-5a en melanoma maligno, solo esta
disponible conocimiento limitado (Weeraratna y col., 2002; Dissanayake y col., 2007). En células derivadas de
muestras de tejido de melanoma se ha mostrado un aumento de la expresion de la proteina Wnt-5a que induce
elevada adhesion, migracion e invasion celular. En el mismo estudio, los autores también mostraron que los efectos
de Wnt-5a estan mediados mediante el receptor Frizzled-5 y una sefial de proteina cinasa C (PKC) aguas abajo
(Weeraratna y col., 2002). En un articulo mas reciente, los autores muestran adicionalmente que Wnt-5a induce
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) mediante una expresion inducida por PKC de Snail que conduce a una
disminucion en el nivel de E-cadherina, pero un aumento en el nivel de vimentina (Dissanayake y col., 2007). Sin
embargo, todavia queda la duda en cuanto a la causa actual del aumento de la expresién de Wnt-5a en melanomas
malignos.

En un estudio reciente por Hoek y colaboradores basado en el analisis de micromatrices de ADN se sugirié que el
factor de crecimiento transformante § (TGF-B) desempefia una funcion decisiva en la regulacion de la expresion del
gen Wnt-5a (Hoek y col., 2006). De forma suficientemente interesante, miembros de la superfamilia de TGF- (Van
Belle y col., 1996) y la proteina morfogénica 6sea (BMP; Rothhammer y col., 2005) presentan un aumento de la
expresion en melanoma maligno. Ademas, al menos algunos efectos funcionales de TGF-3 también se solapan con
los de Wnt-5a. Mas especificamente, como se menciona previamente para Wnt-5a, TGF-B1 induce EMT y un
aumento en la migracion de células de melanoma y el potencial metastasico (Janji y col., 1999; Gouon y col., 1996.
Finalmente, tanto Wnt-5a como TGF-$1 median en cambios en los niveles de proteina celular de E-cadherina,
ciertas integrinas y metaloproteinasa de la matriz (Dissanayake y col., 2007; Janiji y col., 1999). Hay publicaciones de
sistemas no cancerigenos que han demostrado un enlace directo entre la sefializacién de TGF- y la expresion de
Whnt-5a. Por ejemplo, en células mesenquimatosas de la yema del ala de pollito se ha mostrado que TGF- aumenta
la expresion de Wnt-5a, produciendo activacion de PKCa y diferenciacion condrogénica (Jin y col., 2006). En una
publicacion mas reciente en ratones, se mostré que TGF-B1 aumentaba la expresion de Wnt-5a en células
epiteliales mamarias que conducia a la inhibicion de la expresion ductal y ramificacion lateral en la glandula mamaria
en desarrollo (Roarty y Serra, 2007). Por consiguiente, la inhibicion de la sefalizacion de TGF-B podria ser
posiblemente un mecanismo atractivo por el cual podria alterarse la migracion y metastasis de células tumorales
mediada por Wnt-5a.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un derivado de Wnt5-a que va a usarse en el tratamiento de melanoma y cancer
gastrico, ademas de a un procedimiento de tratamiento de melanoma y cancer gastrico.

Descripcion detallada de la presente invencion
En particular, la invencion se refiere a derivados de carbamato no ramificados, en particular derivados de N-
butoxicarbonilo de un cierto péptido Wnt5-a,, y mas particularmente a un derivado de carbamato no ramificado, en

particular derivado de N-butoxicarbonilo del péptido
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Otro aspecto de la invencion se refiere a un derivado de carbamato no ramificado, en particular derivado de N-
butoxicarbonilo del péptido anterior, para su uso en el tratamiento de melanoma y cancer gastrico.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene al menos un derivado de
carbamato no ramificado, en particular derivado de N-butoxicarbonilo del péptido anterior, para su uso en el
tratamiento de melanoma y cancer gastrico.

En una realizacioén preferida de la misma, la composicién farmacéutica es una composicion tépica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento de melanoma administrando una cantidad
terapéuticamente eficaz de un derivado de carbamato no ramificado, en particular derivado de N-butoxicarbonilo del
péptido anterior, a un sujeto que padece melanoma y cancer gastrico.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento profilactico de melanoma
administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de derivado de carbamato no ramificado, en particular derivado
de N-butoxicarbonilo del péptido anterior, a un sujeto que esta en la zona de riesgo de obtener melanoma y cancer
gastrico.

El término derivado de carbamato no ramificado en el presente documento significa uno de los derivados del grupo
derivado de N-metiloxicarbonilo, N-etiloxicarbonilo, N-n-propiloxicarbonilo o N-butiloxicarbonilo, por el cual puede
preferirse el Ultimo.

La presente invencion se describira a continuacion por referencia a algunos experimentos llevados a cabo.
Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 ilustra la caracterizacion de las lineas celulares de melanoma A2058 y HTB63.

A) Analisis de la ausencia o presencia de ARNm de Wnt-5a, Frizzled-2 y Frizzled-5 en células de melanoma
A2058 y HTB63. La linea celular de cancer de mama humano MCF-7 (M) sirvi6 de control positivo para
todos estos transcritos y B-actina de control de carga. Mas (+RT) y menos (-RT) indican reacciones
realizadas con y sin transcriptasa inversa. Para Fzd2 y Fzd5, las reacciones de PCR se realizan sobre 3,5
veces la cantidad de ADNc usada para el control de B-actina.

B) Para caracterizar adicionalmente la presencia del transcrito de Wnt-5a en células HTB63, el inventor
también determind por transferencia Western los niveles celulares de proteina Wnt-5a en células A2058 y
HTB63 usando Wnt-5a recombinante (rW5a) como control positivo y 3-actina como control de carga. El
inventor también realizé analisis de transferencia Western de medio de cultivo sin suero recogido de A2058
y células después de 48 horas para revelar la ausencia o presencia de proteina Wnt-5a secretada de estas
células. La proteina recombinante Wnt-5a sirvié de control positivo. Cada uno de los resultados brevemente
expuestos se repitid como experimentos independientes al menos tres veces.

La Figura 2 ilustra Foxy5, que es un agonista de Wnt-5a en células de melanoma. A muestra la estructura de Foxy5
(grupo formilo marcado). B muestra que Foxy5 (50 uM) promueve la migracion de células A2058 (ensayo de
cicatrizacion) durante un transcurso de tiempo que consiste en 0, 16, 24, 40 y 48 horas. Las barras de error
representan e.e.m. Pruebas de la t para datos emparejados; *p < 0,05.

La Figura 3 muestra la estructura de Box5, que es un analogo modificado de Foxy5.

La Figura 4 ilustra los efectos de Wnt-5a y un novedoso hexapéptido de N-butiloxicarbonilo, Box5, sobre la adhesion
y migracion de células de melanoma.

A) Se estimularon células de melanoma A2058 con las concentraciones indicadas de Wnt-5a, se
desprendieron con Versene y se resuspendieron como células individuales en medio sin suero en presencia
o ausencia de Wnt-5a recombinante a las concentraciones indicadas. A continuacién, se dejé que las
células se adhirieran en una placa de 96 pocillos. Después de un periodo de 60 min, las células no
adherentes se lavaron, mientras que las células adherentes se tifieron y se determiné su numero. Este
numero se presenta como un porcentaje de la estimulacion de control (sin Wnt-5a).

B) Se cultivaron células de melanoma A2058 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo en cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco que carecia (circulos
negros) o que contenia 0,2 yg/ml de Wnt-5a (cuadrados blancos).

C) Se cultivaron células de melanoma A2058 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo en cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco en ausencia de
cualquier aditivo (circulo negro), presencia de 0,2 ug/ml de Wnt-5a solo (cuadrados blancos) o presencia de
0,2 pg/ml de Wnt-5a con Box5 100 uM (triangulo blanco).

D) Se cultivaron células de melanoma HTB63 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo a cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco (circulo negro), medio
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acondicionado (cuadrados blancos) o medio acondicionado complementado con Box5 100 pM (triangulo
blanco). Para registrar los cambios en la migracion en los paneles B-D se hizo una foto de cada
arafiazo/pocillo del mismo area de las células después de 0, 16, 24, 40 6 48 horas, y la cicatrizacion se
expresd como el porcentaje de area de la herida cerrada.

E) Antes del inicio de cada experimento, las células A2058 (las seis barras a la izquierda) y las células
HTB63 (las dos barras a la derecha) se desprendieron con Versene y se resuspendieron como células
individuales en medio sin suero. Las células se pre-incubaron durante 40 min con agitacion continua en
ausencia (barras blancas) o presencia (barras negras) de Box5 100 uM. A continuacién se afiadié una
alicuota de la suspension de células que contenia 25.000 células a la camara superior de Transwell, y la
camara inferior se llend con medio que contenia suero (10 %). Como se indica, se afiadieron 0,1 ug/ml de
Whnt-3a, 0,2 ug/ml de Wnt-5a y/o Box5 100 uM a la camara superior. A continuacion, se dejé que las células
invadieran durante 24 horas, después de lo cual se contaron las células unidas sobre el lado inferior de la
membrana. Los resultados se facilitan como media + EEM (n= 5-7). *=p < 0,05, * =p < 0,01,y *™* =p <
0,001, comparandose los valores con el control. (Fig. 5D, CM frente a CM + Box5, # = p < 0,05, M =p <
0,01, y A =p<0,001).

La Figura 5 ilustra que Box5 no tiene efecto sobre la migracion basal de células de melanoma A2058, pero puede
inhibir la migracion inducida por TGFB1. A) Analisis de cicatrizacion de células A2058 en presencia (o) o ausencia (*)
de Box5 100 pM. B) Ensayo de cicatrizacion de células A2058 pre-incubadas con o sin 100 uM de Box5 durante 40
minutos, y a continuaciéon se estimularon adicionalmente con o sin 5 ng/ml de TGF31 como se indica. Todos los
datos de cicatrizacion se expresan como porcentaje del area de la herida cerrada después de 0, 16, 40 y 48 horas.

La Figura 6 ilustra que la ruta de sefializacion de Wnt-5a/Ca’* es esencial para la invasion de células de melanoma
mediada por Wnt-5a. A) rWnt-5a (0,1 ug/l; adicion indicada por la flecha) desencadena una rapida sefial de Ca*
citosdlico en células A2058. B) La pre-incubaciéon de células A2058 con MAPT/AM 10 uM durante 30 minutos
suprime la estimulacién de "Wnt-5a (0,1 ug/ml) (indicada por la flecha) de Ca®* citosdlico. C) MAPT/AM suprime la
invasion de células A2058 inducida por Wnt-5a. Las células se pre-incubaron con MAPT/AM 10 uM durante 30
minutos, a continuacién se estimularon con/sin rWnt-5a (0,2 ug/l), y a continuacion con MAPT/AM 1 pM durante toda
la duracion del experlmento de invasién (24 horas), teniendo la ultima condicion de tratamiento el mismo efecto
quelante sobre ca® que 10 pM de MAPT/AM durante 30 minutos, mostrado en la Fig. 6A. Las barras de error
representan e.e.m. Prueba de la t para datos emparejados; *p < 0,05, ***p < 0,001.

La Figura 7 ilustra el efecto de Box5 sobre la sefializacion de Ca®* inducida por Wnt-5a y activacion de PKC.

Se registraron las sefales de fluorescencia de células de melanoma A2058 cargadas con fura-2, pre-incubadas
(durante la noche) e incubadas en ausencia o presencia de Box5 (100 uM), tras la estimulacién con tanto Wnt-5a
(0,1 ug/ml), endotelina-1 (ET-1) (10 nM) como carbacol (5 uM). A) Trazas de Ca®* representativas de células A2058
estimuladas con Wnt-5a, endotellna 1 o carbacol, siendo los dos ultimos controles de ligandos del receptor de
proteina G. B) Dos trazas de Ca®* de células de melanoma A2058 se pre-incubaron e incubaron con Box5 y a
continuacion se estimularon con Wnt-5a (primera flecha) y a continuacién de nuevo con tanto endotelina-1 (trazo
superior de la segunda flecha) como carbacol (segunda flecha en el trazo inferior). Todos los trazos son
representatlvos de al menos cinco experimentos separados. C) Se muestran los resultados acumulados de cambios
de ACa* en los valores de relacion (nivel basal con respecto a nivel pico) registrados de células A2058 estimuladas
con Wnt-5a, endotelina-1 o carbacol en ausencia (barras blancas) o presencia (barras negras) de Box5. D) La pre-
incubacion con Box5 (100 uyM) durante la noche inhibe la fosforilacion de MARCKS después de 45 minutos o la
estimulacion de rWnt-5a (0,2 pg/ml). Se usé6 PMA 1 nM como indicador positivo para la fosforilacion de MARCKS.
Los resultados se facilitan como medias + EEM, *** = p < 0,001

La Figura 8 ilustra los efectos de la sefializacion de TGF-31 sobre la expresion de proteinas Wnt-5a en células de
melanoma A2058 y HTB63.

A) Transferencia Western representativa que muestra los efectos de incubar células de melanoma HTB63
en ausencia o presencia del antagonista del receptor de TGF-1 selectivo SB431542 (10 uM) durante 4 6 5
dias sobre su expresion endégena de Wnt-5a. Wnt-5a recombinante sirvié de control positivo y B-actina de
control de carga.

B) Transferencias Western que muestran los efectos de 24 horas de estimulacion con concentraciones
crecientes de TGF-B1 sobre la expresion de Wnt-5a en células A2058. Wnt-5a recombinante sirvié de
control positivo y B-actina de control de carga. C) Transferencias Western que muestran los efectos de la
estimulacion con 5 ng/ml de TGF-B1 para aumentar los periodos de tiempo sobre la expresion de Wnt-5a
en células A2058. Wnt-5a recombinante sirvié de control positivo y B-actina de control de carga. Cada uno
de los resultados brevemente expuestos se repiti6 como experimentos independientes al menos cuatro
veces.

La Figura 9 ilustra los efectos de TGF-31 y Box5 sobre la adhesiéon y migracion de células de melanoma.

A) Se estimularon células de melanoma A2058 con las concentraciones indicadas de TGF-B1, se
desprendieron con Versene y se resuspendieron como células individuales en medio sin suero. A
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continuacion se dejoé que las células se adhirieran en una placa de 96 pocillos y tras un periodo de 60 min
las células no adherentes se lavaron, mientras que las células adherentes se tifieron y se determind su
numero. Este nimero se presenta como un porcentaje del control (sin estimulacion de TGF-31).

B) Se cultivaron células de melanoma HTB63 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de hacer
un arafiazo en cada pocillo, el medio se cambié a un medio sin suero fresco en ausencia (circulo negro) o
presencia (cuadrado blanco) de SB431542 10 pM.

C) Se cultivaron células de melanoma A2058 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo a cada pocillo, el medio se cambié a un medio sin suero fresco en ausencia de
cualquier aditivo (circulo negro) o presencia de 5 ng/ml de TGF-31 solo (cuadrado blanco) o presencia de 5
ng/ml de TGF-B1 con 100 Box5 (triangulo blanco). En los experimentos expuestos brevemente en los
paneles B y C se hizo una foto de cada arafiazo/pocillo de la misma area de células después de 0, 16, 24,
40 6 48 horas, y la cicatrizacion se expres6 como porcentaje del area de la herida cerrada.

D) Antes del inicio de cada experimento, las células A2058 (las dos barras a la izquierda) y las células
HTB63 (las dos barras a la derecha) se desprendieron con Versene y se resuspendieron como células
individuales en medio sin suero RPMI. A continuacién se afnadié una alicuota de la suspensién de células
que contenia 25.000 células a la camara superior de Transwell, y la camara inferior se llendé con medio que
contenia suero (10 %). Como se indica, se dej6 que las células invadieran en ausencia (barras blancas) o
presencia de tanto 5 ng/ml de TGF-31 (barra negra) como SB431542 10 uM (barra negra) la camara
superior. A continuacion, se dejé que las células invadieran durante 24 horas, después de lo cual se
contaron las células unidas sobre la cara inferior de la membrana.

Los resultados se facilitan como medias + EEM (n=5-10). * = p < 0,05, ** =p < 0,01, y *** = p < 0,001
Parte experimental
Anticuerpos y péptidos

Se usaron los siguientes anticuerpos primarios: Ab AC-15 monoclonal para B-actina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO);
Ab policlonal de pollo para TGF-B1 (R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, RU). El anticuerpo policlonal hacia Wnt-5a
se produjo en el laboratorio del inventor contra los aminoacidos 275-290 de la molécula de Wnt-5a madura, como se
ha descrito previamente (Jonsson y col., 2002). La molécula completa de anti-IlgY de pollo (IgG) conjugada con
peroxidasa secundaria fue de Sigma Aldrich (St. Louis, MO); todas las otras IgG conjugadas con peroxidasa se
obtuvieron de Dakopatts (Glostrup, Dinamarca). Inbiolabs Ltd (Tallin, Estonia) sintetiz6 el novedoso hexapéptido de
N-butiloxicarbonilo derivado de Wnt-5a (Met-Asp-Gly-Cys-Glu-Leu; Box5) en dos ocasiones diferentes. Los dos lotes
del péptido Box5 tuvieron resultados similares en los ensayos del inventor. Los lotes sintetizados del péptido Box5
(>95 % de pureza) fueron controlados para su calidad por RP-HPLC y espectrometria de masas. El péptido de
control formilado usado: formil-Nle-Leu-Phe-Nle-Tyr-Lys fue de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Productos quimicos -
Benzamidina, suero bovino, todos los tipos de medios de cultivo de tejido fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Las proteinas Wnt-5a, Wnt-3a y TGF-B1 recombinantes humanas se compraron de R&D Systems Europe Lid.
(Abingdon, RU). La endotelina-1 porcina humana y el carbacol se compraron de Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Los
inhibidores de la proteasa pefabloc, leupeptina y aprotinina fueron de Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania). El inhibidor selectivo de la cinasa ALKS5 similar al receptor de activina del receptor tipo | de TGF-B y sus
familiares ALK4 y 7 SB431542 (Inman y col., 2002) se compraron de Tocris Bioscience (Tocris Cookson Ltd., Bristol,
RU). Los reactivos de deteccion de quimioluminiscencia potenciada (ECL) se compraron de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Estocolmo, Suecia), mientras que todos los otros reactivos de electroforesis procedieron de
BioRad (Richmond, CA). Todos los otros productos quimicos fueron de calidad analitica y se compraron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).

Cultivo celular

La linea celular de melanoma maligno humano A2058 fue una generosa donacion de Laszlo Kopper del
Departamento de Patologia e Investigacion Experimental del Cancer, Universidad Semmelwees, Budapest, Hungria.
Las células A2058 se mantuvieron en RPMI 1640 complementado con 10 % de SBF, 5 U/ml de penicilina, 0,5 U/ml
de estreptomicina y glutamina 2 mM.

La linea celular de melanoma maligno humano HTB63 (también denominada HT144) se compré de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC; LGC Promochem AB, Boras, Suecia) y se mantuvo en medio 5A de McCoy
complementado con 10 % de SBF, 5 U/ml de penicilina, 0,5 U/ml de estreptomicina y glutamina 2 mM.

Las células de carcinoma de mama mamario humano, MCF7 (control positivo para la expresion de Wnt-5a) se
cultivaron en DMEM complementado con 10 % de SBF, 5 U/ml de penicilina, 0,5 U/ml de estreptomicina y glutamina
2 mM. Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera humidificada de 5 % de didéxido de
carbono.
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Transferencia Western

Las células o bien se lisaron directamente en 1X tampdn Laemmli que contenia DTT y se hirvieron durante 10 min, o
bien se lisaron en tampdn que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), 1 % de Triton X-100, NaCl 100 mM, MgCb 10 mM,
20 % de glicerol, NazVO4 1 mM e inhibidores de la proteasa (20 pg/ml de aprotinina, 1 pug/ml de leupeptina,
benzamidina 2,5 mM y pefabloc 2 mM). Las células tratadas con tampon de lisis se centrifugaron a 15.000 rpm
durante 5 min a 4 °C. Se determiné el contenido de proteina en cada muestra y se ajust6 para garantizar carga igual
de la proteina en cada carril. Después, se afiadio DTT 50 mM y 5x tampdn Laemmli concentrado y las muestras se
hirvieron durante 5 min. Las muestras se separaron por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y posteriormente
se transfiieron a membranas de PVDF. Para la inmunotransferencia, las membranas se bloquearon en PBS
complementado con 0,2 % de Tween 20 y 1 % de leche desnatada para Wnt-5a o 3 % de leche desnatada en
cuanto a todos los otros anticuerpos durante 1 h. Después, las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente o durante la noche a 4 °C con el Ab primario indicado (1:25.000 para B-actina; 1:1.000 para Wnt-5a y
1:1.000 para TGF-B1) en 2 % de leche desnatada o 1,5 % de BSA. Después de un amplio lavado en PBS con 0,2 %
de Tween, las membranas se incubaron durante 1 h con un Ab secundario conjugado con peroxidasa de rabano
picante en 2 % de leche desnatada o 1,5 % de BSA y de nuevo se lavaron ampliamente. Finalmente, los complejos
de Ab-antigeno se detectaron usando quimioluminiscencia potenciada. Para volver a sondar, las membranas se
desnudaron con una disolucion Reblot Strong de Chemicon International (Temecula, CA). Las transferencias
Western mostradas son representativas de al menos tres experimentos independientes.

RT-PCR

Se llevo a cabo extraccion de ARN usando TRIzol® de Invitrogen () segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion de ARN se midié usando un espectrofotémetro Nanodrop ND-1000 (Bio-Rad (Hercules CA)). Antes de
la transcripcion inversa, el ARN se tratdé con 1 U/ul de DNasa | (Invitrogen). Se sintetiz6 ADNc, usando hexameros
aleatorios de Fermentas (Helsingborg, Suecia), 1-2 ug de ARN total usando M-MuLV RT (Fermentas, Helsingborg,
Suecia). Las reacciones de PCR en un volumen de 50 yl usaron 5 pl de reaccién RT en 1X tampoén Taq polimerasa
(Tris-HCI 75 mM, [NH4].SO4 20 mM, 0,01 % de Tween 20), con la adicién de MgCl, 2,5 mM, dNTPs 200 mM, 1 yM
de cada cebador y 1 unidad de Taq ADN polimerasa (Fermentas, Helsingborg, Suecia). Los cebadores de PCR
fueron los siguientes: Wnt-5a directo: 5'-GGATTGTTAAACTCAACTCTC-3' (SEC ID NO: 16);

Whnt-5a inverso: 5-ACACCTCTTTCCAAACAGGCC-3' (SEC ID NO: 17);

B-actina directo: 5-TTCAACACCCCAGCCATGTA-3' (SEC ID NO: 18);

B-actina inverso: 5'-TTGCCAATGGTGATGACCTG-3' (SEC ID NO: 19);

Frizzled-2 directo: 5'-ACATCGCCTACAACCAGACC-3' (SEC ID NO: 20) y

Frizzled-2 inverso: 5-CTCGCCCAGAAACTTGTAGC-3' (SEC ID NO: 21);

Frizzled-5 directo: 5-ACACCCGCTCTACAACAAGG-3' (SEC ID NO: 22) y

Frizzled-5 inverso: 5-CGTAGTGGATGTGGTTGTGC-3' (SEC ID NO: 23).

Las RT-PCR mostradas en la Figura 1 son representativas de al menos tres experimentos independientes.
Adhesioén celular

Las células pre-tratadas y estimuladas como se describen a continuacion se desprendieron con Versene, se
resuspendieron en medio RPMI sin suero y las muestras que contenian 30.000 células de cada grupo de tratamiento
se afiadieron a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se dejo que las células se adhirieran durante 60 min a 37
°C en una atmdsfera humidificada de 5 % de diéxido de carbono después de que las células no adherentes se
lavaran con PBS. Las células adherentes se fijaron en 1 % de glutaraldehido durante 10 min a temperatura ambiente
y a continuacion se tifieron con 0,5 % de cristal violeta en 20 % de metanol durante 10 min. Finalmente, la tincion de
cada grupo de células se disolvio en 50 % de acido acético. La cantidad de tinte disuelta de cada pocillo se midié
después en un lector de placas Fluostar (BMG Lab Technologies GmbH, Offenberg, Alemania) a 544 nm. Las
muestras individuales de cada experimento separado se analizaron en cuadruplicado y los datos acumulados se
basaron en 5 experimentos separados. Los resultados se ilustran en la Fig. 4.

A) Se estimularon células de melanoma A2058 con las concentraciones indicadas de Wnt-5a, se
desprendieron con Versene y se resuspendieron como células individuales en medio sin suero en presencia
o ausencia de Wnt-5a recombinante a las concentraciones indicadas. A continuacién, se dejé que las
células se adhirieran en una placa de 96 pocillos. Después de un periodo de 60 min, las células no
adherentes se lavaron mientras que las células adherentes se tifieron y se determind su numero. Este
numero se presenta como un porcentaje de la estimulacion del control (sin Wnt-5a) (Fig. 4A)

B) Se cultivaron células de melanoma A2058 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo en cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco que carecia (circulo
negros) o que contenia 0,2 yg/ml de Wnt-5a (cuadrados blancos). (Fig. 4B)

C) Se cultivaron células de melanoma A2058 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo en cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco en ausencia de
cualquier aditivo (circulo negro), presencia de 0,2 pg/ml de Wnt-5a solo (cuadrados blancos) o presencia de
0,2 pg/ml de Wnt-5a con Box5 100 uM (triangulo blanco). (Fig. 4C)
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D) Se cultivaron células de melanoma HTB63 a confluencia en una placa de 12 pocillos después de
ocasionar un arafiazo a cada pocillo, el medio se cambié a medio sin suero fresco (circulo negro), medio
acondicionado (cuadrados blancos) o medio acondicionado complementado con Box5 100 uM (triangulo
blanco). Para registrar los cambios en la migracion en los paneles B-D se hizo una foto de cada
arafiazo/pocillo del mismo area de las células después de 0, 16, 24, 40 6 48 horas, y la cicatrizacion se
expres6 como el porcentaje de area de la herida cerrada. (Fig. 4D)

E) Antes del inicio de cada experimento, las células A2058 (las seis barras a la izquierda) y las células
HTB63 (las dos barras a la derecha) se desprendieron con Versene y se resuspendieron como células
individuales en medio sin suero. Las células se pre-incubaron durante 40 min con agitacion continua en
ausencia (barras blancas) o presencia (barras negras) de Box5 100 uyM. A continuacién se afiadié una
alicuota de la suspension de células que contenia 25.000 células a la camara superior de Transwell, y la
camara inferior se llend con medio que contenia suero (10 %). Como se indica, se afiadieron 0,1 ug/ml de
Whnt-3a, 0,2 ug/ml de Wnt-5a y/o Box5 100 uM a la camara superior. A continuacion, se dejé que las células
invadieran durante 24 horas, después de lo cual se contaron las células unidas sobre el lado inferior de la
membrana. Los resultados se facilitan como media + EEM (n= 5-7). *=p < 0,05, * =p < 0,01,y *™* =p <
0,001, comparandose los valores con el control. (Fig. 4D, CM frente a CM + Box5, » = p < 0,05, M =p <
0,01 y AMA =p<0,001).

Ensayo de cicatrizacion

Se sembraron células en placas de 12 pocillos y se dejé que crecieran en una capa confluente en RPMI completo
(para células A2058) o medio 5A de McCoy completo (para células HTB63). Como se indica, las células se pre-
incubaron con el péptido Box5 (100 uM) o disolvente de control durante 40 min con agitacién continua. A
continuacién se causé una herida haciendo un arafiazo a través de la capa confluente de células con una punta de
pipeta. Durante el periodo de migracién del ensayo, las células se incubaron tanto en medio sin suero como en el
caso de células HTB63 en su propio medio acondicionado libre de suero recogido de células cultivadas durante 48 h
y se uso6 en el plazo de 2 dias después de la recogida. Las condiciones exactas de cada experimento se han
descrito anteriormente. Para evitar la pérdida de actividad, el medio de células se cambié después de 24 horas. Se
hizo una foto para cada arafiazo en la misma area de las células a las 0, 16, 24, 40 y 48 horas, y se midi¢ la
cicatrizacion como el porcentaje de area de la herida cerrada. Para cada condicion experimental la cicatrizacion se
analizo por triplicado. Todos los datos se basaron en 3 a 8 experimentos separados como se indica.

Invasion celular

La invasion celular se analiz6 usando el ensayo en camara de invasion BD Matrigel™ (BD Biosciences, Bedford,
MA). Antes del inicio de cada experimento, las células se desprendieron con Versene y se resuspendieron como
células individuales en medio RPMI sin suero. Como se indica, las células se pre-incubaron con el péptido Box5 (100
pMM) o disolvente de control durante 40 min con agitacion continua. A continuacién se afiadié una alicuota de la
suspension de células que contenia 25.000 células y Box5 100 pyM o disolvente de control a la camara superior de
Transwell, y la camara inferior se llené con medio que contenia suero (10 %). Simultaneamente, Wnt-5a, Wnt-3a o el
de inhibidor de TGF-B1 SB431542 se afiadieron a la camara superior como se indica en la Figura 7. Las camaras de
invasion se agitaron horizontalmente durante 5 min para garantizar incluso la distribucion de las células en
suspension y posteriormente a través de la superficie de la membrana. Se dejo que las células invadieran durante
los periodos de tiempo indicados a 37 °C en una atmésfera humidificada de 5 % de CO.. El medio se desechd y las
células se fijaron en 4 % de paraformaldehido durante 10 min. Las células se tifieron con 0,5 % de cristal violeta en
20 % de metanol durante 10 min y las células no invasoras sobre el lado interno de la membrana se eliminaron con
un aplicador con punta de algodén. Se corté la membrana de la camara usando una hoja de bisturi y se contaron las
células tefidas sobre el lado de la camara inferior de la membrana.

Determinacion de niveles de calcio citosolicos

Se incubaron células cultivadas sobre un cubreobjetos de vidrio con fura-2/AM 4 yM en medio de cultivo durante 30
minutos a 37 °C (Dejmek y col., 2006). Después de la carga de fura-2 de las células, los cubreobjetos se lavaron y
se montaron en un camara especialmente disefiada a la que se afiadié un medio que contenia calcio (NaCl 136 mM,
KCI 4,7 mM, MgSO4 1,2 mM, CaCl, 1,1 mM, KH2PO4 1,2, NaHCO3 5 mM, glucosa 5,5 mM y HEPES 20 mM, pH 7,4).
A continuacién, la camara se colocé en un sistema que consiste en un microscopio Diaphot de NIKON conectado a
un sistema de obtencion de imagenes de Photon Technology International (PTI). Se permitié primero que las células
reposaran durante 10 minutos antes de realizarse cualquier estimulacién. A continuacion se registré la fluorescencia
de fura-2 continuamente de las células antes y después de las estimulaciones con tanto Wnt-5a, endotelina-1 como
carbacol (como se indica en la leyenda de la Fig. 8) usando una longitud de onda de excitacion rapidamente
alternante entre 340 y 380 nm, mientras que la longitud de onda de emision se fij6 a 510 nm. Las relaciones de
intensidad de fluorescencia (340/380 nm) se calcularon posteriormente y se analizaron usando el software PTI
Imagen Master. Andlisis estadistico — Se uso6 la prueba de la t de Student para muestras independientes para
analizar diferencias en los experimentos, en la que * = p < 0,05, ** = p < 0,01y *** = p < 0,001
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Caracterizacion de las lineas celulares de melanoma A2058 y HTB63

Para investigar adicionalmente los efectos de la expresion y sefializacion de Wnt-5a en células de melanoma se
decidié usar dos lineas celulares de melanoma humano diferentes, A2058 y HTB63. Ambas células de melanoma
A2058 y HTB62 expresan receptores Frizzled-5 (Fig. 1A), el receptor de Wnt-5a propuesto en células de melanoma
(Weeraratna 2002). A diferencia, se observé una expresion mucho mas débil de receptores Frizzled-2 en lineas
celulares. La caracterizacion adicional reveld que las células A2058 carecen de una expresion endogena de ARNm
de Wnt-5a y proteina, mientras que las células HTB63, a diferencia, presentan una sdlida expresion enddgena de
ARNm de Wnt-5a (Fig. 1A) y proteina (Fig. 1 B).

Con el fin de determinar que Wnt-5a enddgena expresada en células HTB63 es de hecho secretada, se analizaron
los medios en los que las células se cultivaron por transferencia Western para la presencia de Wnt-5a. La
transferencia inferior en la Figura 1B revela claramente que las células HTB63 no solo expresan, sino que también
secretan, Wnt-5a. Se usaron las células de cancer de mama MCF-7 que expresan Wnt-5a y Frizzled-5 y Wnt-5a
recombinante como controles positivos en estos experimentos. Estos datos sugieren que la expresion de Wnt-5a en
estas lineas celulares esta regulada al nivel transcripcional, que es a diferencia del tejido de cancer de mama y
células, en las que esta regulada al nivel traduccional (Dejmek, Leandersson). Hasta la fecha se desconocen los
factores que regulan la transcripcion de Wnt-5a en células de melanoma.

Desarrollo de un péptido antagonista de Wnt-5a

Previamente, el inventor ha identificado un hexapéptido formulado en N derivado de Wnt-5a (Foxy5; Fig. 2A) que
funciona de agonista de la sefializacion de Wnt-5a. Este péptido imita los efectos de Wnt-5a en lineas celulares de
cancer de mama, y posee funciones anti-tumorigénicas in vivo. Se encontré que Foxy5 también podria imitar los
efectos pro-migratorios de Wnt-5a en células de melanoma A2058 (Fig. 2B), sugiriendo que este péptido funciona
como agonista de Wnt-5a en diversos tipos de células. De forma interesante, se ha mostrado previamente que la
modificacion especifica de un péptido quimiotactico derivado de bacterias formilado (formil-Met-Leu-Phe), convirtié la
molécula de un agonista en un analogo de antagonista. Se ha mostrado ahora que una modificacion tal de Foxy5
también podria cambiar sus funciones agonistas de Wnt-5a a las de un antagonista. Este péptido t-boc-Met-Asp-Gly-
Cys-Glu-Leu se ha llamado Box5 (Fig. 3)

Efectos de Whnt-5a y el hexapéptido de N-butiloxicarbonilo Box5 sobre la adhesién y migracion celular

Se probaron los efectos de Wnt-5a sobre la adhesién de células de melanoma A2058. Wnt-5a potencio la capacidad
adhesiva de las células de melanoma A2058 y se obtuvo un efecto maximo tras la estimulacion con 0,2 pg/ml (Fig.
4A). Basandose en estos hallazgos se exploré a continuacién cémo esta concentracion de Wnt-5a recombinante
afectd la migracion de células A2058 en un ensayo de cicatrizacion. Los resultados expuestos brevemente en la
Figura 4B muestran claramente que la adicién de Wnt-5a (0,2 pg/ml) al inicio de los experimentos aumento la
migracion de células de melanoma A2058. Para inhibir especificamente esta migracion inducida por Wnt-5a de
células de melanoma, posteriormente se desarroll6 y se prob6é un péptido novedoso y modificado con N-
butiloxicarbonilo. Se ha mostrado previamente que un hexapéptido formilado derivado de Wnt-5a puede imitar el
efecto inhibidor de Wnt-5a sobre la migracion de células de cancer de mama in vitro (Safholm 2006) y que este
péptido también inhibe la metastasis de cancer de mama en un modelo de raton (Safholm, 2008). Aqui se probd la
posibilidad de afiadir un grupo butiloxicarbonilo al residuo de metionina del extremo N del hexapéptido para obtener
un inhibidor de la sefializacion de Wnt-5a. La base de esta manipulacién es el hallazgo de que se ha informado que
una modificacién tal de un péptido quimiotactico bacteriano (formil-Met-Leu-Phe) cambia la accién del péptido de un
agonista a un antagonista (Derian, 1996). Se probd la capacidad de este hexapéptido modificado con
butiloxicarbonilo, denominado en lo sucesivo Box5, para inhibir la migraciéon de tanto células de melanoma A2058
como HTB63 en un ensayo de cicatrizacion. Box5 suprimio la migracion inducida por Wnt-5a de células A2058 (Fig.
4C), pero no tuvo efecto sobre la migracion intrinseca de aquellas células que carecen de expresion enddgena (Fig.
5A). También se mostrdo que la migracion mediada por TGF1f3 de células A2058 podria bloquearse por pre-
incubacion con Box5 (Fig. 5B) Estos datos también estan soportados por los hallazgos de que Box5, pero no un
hexapéptido de control formilado (datos no mostrados), inhibe la migracién de células HTB63 al mismo grado que un
cambio de los medios acondicionados (que contienen Wnt-5a secretado) a un medio sin suero fresco (que carece de
Whnt-5a) (Fig. 4D). El ensayo de cicatrizacion investiga la migracion de células presentes en una monocapa que se
caracteriza por numerosas interacciones célula-célula. Sin embargo, no refleja la situacion in vivo en la que las
células tumorales son obligadas a invadir la matriz extracelular y, por tanto, a continuacion se realizaron
experimentos similares en un ensayo de invasion.

Durante el proceso metastasico, las células tumorales necesitan invadir la matriz extracelular, de manera que se
probd la eficacia de Box5 para bloquear la invasion celular en un modelo de cultivo celular tridimensional. La adicién
de Box5 suprimio la invasion inducida por Wnt-5a de células A2058, un efecto no observado cuando las células se
estimularon con el ligando de Wnt candnico, Wnt-3a (Fig. 4E). Box5 también tuvo la capacidad de inhibir la invasion
de células HTB63, antagonizando los efectos de Wnt-5a enddgena (Fig. 4E). Conjuntamente, estos datos muestran
que Box5 es un potente antagonista de la migracion e invasion mediada por Wnt-5a de células de melanoma, siendo
ambos componentes esenciales del proceso metastasico.
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Los resultados obtenidos en el ensayo de cicatrizaciéon se confirmaron en el ensayo de invasion con respecto a la
capacidad de Wnt-5a para estimular la invasién de células de melanoma A2058. Ademas, este efecto de Wnt-5a
sobre la invasion de células de melanoma no se observé cuando las células se estimularon con el ligando candnico
Wnt-3a. De nuevo, la adiciéon del péptido Box5 suprimié la invasion inducida por Wnt-5a de células de melanoma
A2058, pero no tuvo efecto sobre su invasion basal. Ademas, Box5 también podria inhibir la invasién de células de
melanoma HTB63 que tuvieron una expresion y secrecion endégena de Wnt-5a.

La ruta de sefializacion Wnt/Ca** es esencial para la invasion de células de melanoma mediada por Wnt-5a

Para identificar la base molecular para las funciones antagonistas de Box5, se investigaron las rutas de sefializacion
que son esenciales para la invasion de células de melanoma inducida por Wnt-5a. Se encontré que Wnt-5a estimula
una rapida sefal de Ca®" citosolico en células A2058 (Fig. 6A), que puede inhibirse usando el quelante de ca®
intracelular MAPT/AM (Fig. 6B).

Se uso quelacion de Ca®" con MAPT/AM para evaluar la capacidad invasiva de células de melanoma en ausencia de
sefializacion inducida de Ca?* por Wnt-5a. El efecto pro-invasivo de Wnt-5a sobre las células A2058 se suprimio
completamente por MAPT/AM (Fig. 6C). Esto demostr6 que el componente de sefalizacion del Ca®* de la
estimulacion por Wnt-5a es esencial para mediar en la invasiéon de células de melanoma.

Efectos del hexapéptido de N-butiloxicarbonilo Box5 sobre la sefalizacién inducida por Wnt-5a

Para investigar adicionalmente las propiedades del hexapéptido Box5 y su interaccion selectiva con receptores de
Wnt-5a, se analizaron sus efectos sobre la sefalizacién inmediata del receptor inducida por Wnt-5a. Se habia
mostrado previamente que Wnt-5a desencadenaba un rapido aumento en el Ca®" libre citosdlico en células de la
tiroides (Kremenevskaja, 2005) y en células de cancer de mama (Dejmek, 2006). Los datos muestran que Wnt-5a
también desencadena una rapida sefial de Ca®" citosolico en células de melanoma A2058 (Fig. 7A) similar a las
rapidas respuestas inducidas por otros dos ligandos del receptor de control acoplados a la proteina G, endotelina-1 'y
carbacol (Fig. 7A). Debe observarse que con el fin de obtener respuestas de ca®' aproximadamente similares para
los tres ligandos, la concentracion de Wnt-5a se redujo de 0,2 a 0,1 ug/ml en esta serie de experimentos.

A continuacion se probaron los efectos de Box5 sobre células que se estimularon por primera vez con Wnt-5a y
posteriormente con tanto endotelina-1 como carbacol (Fig. 7B). Estos experimentos revelan que Box5 inhibe
selectivamente la sefial de Ca®" intracelular inducida por Wnt-5a, pero ni la inducida por endotelina-1 ni la inducida
por carbacol, en células de melanoma A2058. Los resultados acumulados sobre como la Box5 afecta la sefial de
Ca®* inducida por Wnt-5a revelaron que hay mas del 70 % de inhibicidon cuando se comparé con los valores pico de
la sefial de Ca® en ausencia de Box5 (Fig. 7C). Experimentos de Ca®* similares en los que las células se
estimularon con tanto endotelina-1 como carbacol en ausencia o presencia de Box5 no revelaron efecto significativo
de este péptido sobre la sefializacion de Ca®* (Fig. 7C).

Uno de los efectos aguas debajo de la sefalizacion de Wnt-5a en células de melanoma es la activacion de PKC. La
estimulacion por Wnt-5a de células A2050 produjo un aumento de la fosforilacion de MARCKS, y sustrato de PKC
enddgeno, que se inhibié en presencia del péptido Box5 (Fig. 7D). Estos datos sugieren que Box5 funciona
bloqueando la invasion de células de melanoma antagonizando directamente la sefializacion de Ca®* y de PKC
estimulada por Wnt-5a, produciendo inhibicién aguas debajo de la invasion de células mediada por Wnt-5a.

Aunque el registro de cambios de Ca®" intracelular es un ensayo muy sensible para estudiar la modulacién de la
sefalizacion de receptores acoplados a la proteina G, no se ha relacionado directamente con la motilidad de células
de melanoma. Sin embargo, estudios previos han demostrado un efecto aguas abajo de la activacion de PKC
inducida por Wnt-5a sobre la regulacién de la migracion de células de melanoma (Weeraratna y col., 2002,
Dissanayake y col., 2007).

En el presente estudio no se estimé el nivel de auto-fosforilacion de PKC (Weeraratna y col., 2002, Dissanayake y
col., 2007), ya que no esta clara su relacion con la actividad de PKC. En su lugar, se analizaron los efectos de Wnt-
5a y Box5 sobre la fosforilacion del sustrato de PKC endégeno MARCKS como medio directo de estimacion del nivel
de actividad de PKC en las células de melanoma. La estimulaciéon por Wnt-5a de células de melanoma A2058
produjo un aumento distinto en la fosforilacion de MARCKS que alcanza el pico a 9 a 15 min (Fig. 7A). Este efecto
de Wnt-5a se suprimié por el péptido Box5 (Fig. 7B). Estos resultados confirman de nuevo el efecto selectivo de
Box5 sobre la migracion e invasion de células de melanoma (Fig. 4C-D) y soporta adicionalmente la hipétesis de que
Box5 es un antagonista de péptido selectivo de Wnt-5a

Efectos de SB431542 y TGF-31 sobre la expresion de proteinas Wnt-5a en células HTB63 y A2058
Actualmente, la regulacion de la transcripcion de Wnt-5a en células de melanoma no esta clara. En otros tipos de
células, mas recientemente se demostré en células epiteliales mamarias ductales durante el desarrollo (Roarty y

Serra, 2007), se encontr6 que TGF-B1 era responsable de la regulacion de la expresion de Wnt-5a al nivel
transcripcional. Con el fin de explorar la posibilidad de que exista un mecanismo similar en células de melanoma, se
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probd directamente la capacidad de que el inhibidor del receptor tipo | de TGF-B1 selectivo SB431542 y TGF-31
recombinante afecte la expresion de Wnt-5a en las células. Los datos brevemente expuestos en la Figura 7C
muestran que cuando las células HTB63 (que tienen una expresion de Wnt-5a endégena) se mantuvieron en medio
5A de McCoy completo complementado con SB431542 10 uM durante 4-5 dias, la expresion de proteinas Wnt-5a
endodgenas se redujo significativamente después de 4 dias de incubacion y casi se suprimio después de 5 dias de
incubacion. La estimulacion de células A2058 (que carecen de expresion de Wnt-5a enddégena) durante 36 h con
diferentes concentraciones de TGF-1 recombinante produjo una elevada expresion de proteina Wnt-5a (Fig. 8B).
Estos datos revelan que se logra una expresion casi maxima de Wnt-5a tras la estimulacion con 5 ng/ml de TGF-1
(Fig. 8B) y que la estimulacion de células A2058 con 5 ng/ml de TGF-B1 requirieron 36 h de estimulacion para
producir un aumento claramente detectable en la expresion de proteinas Wnt-5a (Fig. 8C). Estos resultados
confirman que TGF-B1 regula la expresion de Wnt-5a al menos en las dos lineas celulares de melanoma maligno
usadas en este estudio. Esto aumenta la posibilidad de que la migracion de células de melanoma mediada por Wnt-
5a pudiera ser antagonizada indirectamente bloqueando la sefalizacion de TGF-31 en estas células.

Efectos de TGF-31, SB431542 y Box5 sobre la adhesién, migracion e invasion de células de melanoma

Para explorar si Wnt-5a es de hecho un regulador aguas abajo de la migracion de células inducida por TGF-31, los
efectos de TGF-31 se probaron primero sobre la adhesion de células de melanoma A2058. Se encontré que TGF-1
estimuld la capacidad adhesiva de las células de melanoma A2058 y que el maximo efecto se obtuvo tras la
estimulacion con 5 ng/ml (Fig. 9A). Basandose en estos hallazgos se exploré a continuacion coémo esta
concentracion de TGF-1 recombinante afecté la migracion de células A2058 en un ensayo de cicatrizacion. Los
resultados brevemente expuestos en la Figura 9B muestran claramente que la adicion TGF-B1 (5 ng/ml) al inicio de
los experimentos aumenté la migracion de células de melanoma A2058. En buena concordancia con estos
resultados se encontré que SB431542 10 pyM, un inhibidor del receptor tipo | de TGF-f, inhibié la migracién de
células HTB63 (Fig. 9C). A continuacion, se probé la capacidad de Box5 para inhibir la migracion de A2058 en un
ensayo de cicatrizacion. Box5 suprimié la migracion inducida por TGF-1 en el ensayo de cicatrizacion bidimensional
(Fig. 9D). Box5 no tuvo efecto sobre la migracion basal de células de melanoma A2058 (datos no mostrados). Sin
embargo, cuando se probé el efecto de TGF-B1 (5 ng/ml) sobre la migracién en un ensayo de migracion mas
complejo, se obtuvieron resultados contradictorios. En el ensayo de invasion, TGF-1 inhibié la migracion de células
A2058 y SB431542 estimuld la migracion de células HTB63 (Fig. 9E). Se concluyd, por tanto, que TGF-B1 es una
diana impredecible para bloquear la migracion de células de melanoma dependientes de Wnt-5a supuestamente
debido a sus muiltiples efectos aguas abajo.

En el presente estudio se ha demostrado que un hexapéptido derivado de Wnt-5a modificado Box5 inhibe
selectivamente la sefalizacion inducida por Wnt-5a en células de melanoma y bloquea la migracion mediada por
Whnt-5a de estas células en tanto un ensayo de cicatrizacion como uno de invasion. La base para el disefio de Box5
procede del trabajo previo en el que se realizé una prediccion de superficie secundaria/ accesible al disolvente
segun el procedimiento de PHD (Rost, 1996), y a continuacion se cribd para péptidos pequefios derivados de Wnt-
5a con capacidades para reconstituir los efectos de Wnt-5a sobre células de tumor de mama que carecen de una
expresion endégena de Wnt-5a (Sarndahl, 2006). En ese estudio se caracterizé un hexapéptido Met-Asp-Gly-Cys-
Glu-Leu, que después de la formilacion de la Met del extremo N, denominado Foxy5, fue capaz de imitar los efectos
de Wnt-5a sobre la sefializacion e inhibicion de la migracion de células de cancer de mama (Sarndahl, 2006). Estos
efectos de Foxy5 se perdieron cuando las células se incubaron con un anticuerpo anti-Frizzled-5 bloqueante
previamente descrito (Sen 2001; Weeraratna 2002), sugiriendo que Foxy5 media en su efecto sobre la célula de
cancer de mama mediante el receptor Frizzled-5 acoplado a la proteina G (Safholm 2006). Se ha sugerido que el
mismo receptor Frizzled es el responsable de la sefalizacion y efectos funcionales de Wnt-5a sobre células de
melanoma (Weeraratna 2002 y Dissanayake 2007).

Hay varios ejemplos de ligandos de péptidos que pueden activar especificamente un receptor distinto; estos incluyen
el tripéptido Arg-Gly-Asp que funciona como ligando del receptor de integrina (Pierschbacher y Rouslahti, 1984), los
dos hexapéptidos que activan especificamente los receptores 1 y 4 activados por proteasa acoplados a la proteina G
(Andersen, 1999) y el septapéptido antagonizante que se une al receptor acoplado a la proteina G para trombina
(Pakala 2000). Sin embargo, para el presente estudio, el ligando de péptido mas interesante es el tripéptido Met-leu-
Phe formilado derivado de bacterias que activa leucocitos uniéndose con alta afinidad a los receptores del péptido
de formilo acoplados a la proteina G sobre estas células (Le, 2002). Si el grupo formilo de este péptido se
intercambia con un grupo butiloxicarbonilo, este tripéptido todavia se une al mismo receptor, pero en lugar de actuar
como agonista este tripéptido butiloxicarbonilado actia ahora de antagonista (Derian 1996). La misma modificacion
del hexapéptido Met-Asp-Gly-Cys-Glu-Leu lo convierte, obviamente, como se muestra aqui, en un péptido
antagonista selectivo de Wnt-5a en células de melanoma.

Los datos muestran claramente que la sefalizacion de Wnt-5a estimula coherentemente la migracién en tanto
células de melanoma A2058 como HTB63 si se usa un ensayo de cicatrizacion o de invasion y que Box5 en todas
estas situaciones bloquea la migracion de células de melanoma dependiente de Wnt-5a. A pesar de la presente
demostracion de que TGF-1 regula la transcripcion de Wnt-5a en tanto las lineas de células de melanoma A2058
como HTB63, y que la adicién de Wnt-5a siempre estimula la migracion de células de melanoma, se observaron
efectos muy contradictorios cuando se estimulan células de melanoma con TGF-B1. Los efectos obtenidos parecen
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referirse al tipo de ensayo usado para investigar la migracion de células. Lo mas probablemente, estos efectos
diferentes de TGF-B1 sobre la migracion de células de melanoma se refieren a sus multiples efectos bien
documentados sobre células tumorales. Debe observarse que en las situaciones en las que TGF-31 estimuld la
migracion de células de melanoma, Box5 inhibié eficazmente su efecto sobre la migraciéon. Por consiguiente, los
datos parecen soportar que la intervencion directa con la sefializacién de Wnt-5a por un compuesto tal como Box5
podria ser un enfoque terapéutico novedoso eficaz para inhibir selectivamente la metastasis de melanoma maligno.

Las abreviaturas usadas son:

BMP - proteina morfogénica 6sea;

EMT - transicién epitelial-mesenquimal;

PKC - proteina cinasa C; y

TGF- - factores de crecimiento transformantes 3.

Formulaciones farmacéuticas

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, los compuestos de la presente invencién se administran
normalmente en forma de composiciones farmacéuticas. Estos compuestos pueden administrarse mediante una
variedad de vias que incluyen oral y rectal. Estos compuestos son eficaces como composiciones orales. Tales
composiciones se preparan de un modo muy conocido en la técnica farmacéutica y comprenden al menos un
compuesto activo.

La presente invenciéon también incluye composiciones farmacéuticas, que contienen, como principio activo, uno o
mas de los compuestos descritos en el presente documento asociados a vehiculos farmacéuticamente aceptables.
En la preparacién de las composiciones de la presente invencion, el principio activo se mezcla normalmente con un
excipiente, se diluye por un excipiente o se encierra dentro de un vehiculo tal que puede estar en forma de una
capsula, sobre, papel u otro recipiente. Cuando el excipiente sirve de diluyente, puede ser un material sélido,
semisolido o liquido, que actia de vehiculo, excipiente o medio para el principio activo. Asi, las composiciones
pueden estar en forma de comprimidos, pildoras, polvos, pastillas para chupar, sobres, sellos, elixires,
suspensiones, emulsiones, disoluciones, jarabes, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios y polvos
envasados.

En la preparacion de una formulacién, puede ser necesario moler un compuesto para proporcionar el tamafio de
particula apropiado antes de combinar con los otros componentes. Si el compuesto es sustancialmente insoluble,
generalmente se muele a un tamafio de particula inferior a 200 de malla. Si el compuesto es sustancialmente soluble
en agua, el tamafo de particula normalmente se ajusta moliendo para proporcionar una distribucion sustancialmente
uniforme en la formulacioén, por ejemplo, aproximadamente 40 de malla.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua estéril, jarabe y metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente:
agentes lubricantes tales como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; humectantes; emulsionantes y
agentes de suspension; conservantes tales como hidroxibenzoatos de metilo y propilo; edulcorantes; y
aromatizantes. Las composiciones de la invencién pueden formularse de manera que se proporcione liberacion
rapida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracion al paciente empleando
procedimientos conocidos en la técnica.

Las composiciones se formulan preferentemente en una forma de dosificacién unitaria. El término “formas de
dosificacion unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para
sujetos humanos y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con excipientes farmacéuticos adecuados.
Preferentemente, el compuesto de formula () anterior se emplea a no mas de aproximadamente el 20 por ciento en
peso de la composicidon farmacéutica, mas preferentemente no mas de aproximadamente el 15 por ciento en peso,
siendo el resto vehiculo(s) farmacéuticamente inerte(s).

El compuesto activo es eficaz durante un amplio intervalo de dosificacion y generalmente se administra en una
cantidad farmacéuticamente eficaz. Por ejemplo, cuando el farmaco se administra por via oral, cada dosificacion
contiene de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1000 mg, preferentemente de aproximadamente 2 mg a
aproximadamente 500 mg, mas preferentemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 100 mg, incluso
mas preferentemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 60 mg, del principio activo. Se entendera, sin
embargo, que la cantidad del compuesto en realidad administrada se determinara por un médico, en vista de las
circunstancias relevantes, que incluyen la afeccion que va a tratarse, la via de administraciéon elegida, el actual
compuesto administrado y su actividad relativa, la edad, peso y respuesta del paciente individual, la gravedad de los
sintomas del paciente, y similares. Desde un principio de vista del principio, la formulacion debe administrarse
simultaneamente con un consumo de alimentos, y debe administrarse a continuacion en una cantidad que
proporcione una inhibicidn suficiente de lipidos. Asi, el cuerpo puede necesitar algunos lipidos desde un punto de
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vista nutritivo y esto puede influir a continuacion en la cantidad para inhibir los compuestos de la invencion
administrados. El efecto de los compuestos de la invencion tiene lugar en el intestino delgado y asi no hay efecto
adicional obtenido como tal, excepto de posibles metabolitos de los compuestos.

Para preparar composiciones soélidas tales como comprimidos, el principio activo principal se mezcla con un
excipiente farmacéutico para formar una composicion de preformulacion sélida que contiene una mezcla homogénea
de un compuesto de la presente invencion. Cuando se refiere a estas composiciones de pre-formulacién como
homogéneas, se indica que el principio activo esta disperso uniformemente en toda la composicion de manera que la
composicion pueda subdividirse facilmente en formas de dosificacion unitaria igualmente eficaces tales como
comprimidos, pildoras y capsulas. Esta pre-formulacion sélida se subdivide a continuacion en formas de dosificacion
unitaria del tipo descrito anteriormente que contienen el principio activo de la presente invencion.

Los comprimidos, pildoras o granulos de la presente invencion pueden recubrirse o combinarse de otro modo para
proporcionar una forma de dosificacion que proporcione la ventaja de accion prolongada. Por ejemplo, el comprimido
o pildora puede comprender un componente de dosificacion interno y un componente de dosificacion externo,
estando el ultimo en forma de una envoltura sobre el primero. Los dos componentes pueden separarse por una capa
entérica, que sirve para resistir la disgregacion en el estdbmago y permitir que el componente interno pase intacto al
duodeno o sea de liberacion retardada. Puede usarse una variedad de materiales para tales capas o recubrimientos
entéricos, incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales
como Shellac, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Los comprimidos, pildoras o granulos de la presente invencion pueden recubrirse con un recubrimiento de liberacion
sostenida que permite la liberacién en el pancreas, en el que la lipasa pancreatica se libera al intestino. Un
recubrimiento de liberacion sostenida tal permitira asi una pequefa liberacion, si la hay, en el estébmago, pero
permite la liberacion total en la parte superior del intestino delgado.

Por ejemplo, puede prepararse un comprimido por compresion o moldeo. Los comprimidos pueden prepararse
comprimiendo en una maquina adecuada una composicién de la invenciéon en una forma fluida tal como polvo o
granulos, opcionalmente mezclada con un aglutinante, un lubricante, un diluyente inerte y/o una agente tensioactivo
o dispersante. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla
del compuesto en polvo humedecida con un diluyente liquido inerte.

En una realizacion preferida, al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable es un aglutinante, carga, o una
mezcla de los mismos. Excipientes adecuados incluyen lubricantes, disgregantes, y mezclas de los mismos.
Excipientes preferidos incluyen, pero no se limitan a, lactosa, croscarmelosa, celulosa microcristalina, almidon
pregelatinizado y estearato de magnesio.

Aglutinantes adecuados para preparar formulaciones de dosificacion de las composiciones farmacéuticas de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, almidén de maiz, almidon de patata, u otros almidones, gelatina, gomas
naturales y sintéticas tales como goma arabiga, alginato de sodio, acido alginico, otros alginatos, tragacanto en
polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por ejemplo, etilcelulosa, acetato de celulosa, carboximetilcelulosa de
calcio, carboximetilcelulosa de sodio), polivinilpirrolidona,  metilcelulosa, almidon  pregelatinizado,
hidroxipropilmetilcelulosa (por ejemplo, n° 2208, 2906, 2910), celulosa microcristalina y mezclas de los mismos.

Formas adecuadas de celulosa microcristalina incluyen, por ejemplo, los materiales comercializados como AVICEL-
PH-101, AVICEL-PH-103 y AVICEL-PH-105 (disponibles de FMC Corporation, American Viscose Division, de
Marcus Hook, Pa.). Un aglutinante particularmente adecuado es una mezcla de celulosa microcristalina y
carboximetilcelulosa de sodio comercializada como AVICEL RC-581 por FMC Corporation.

Ejemplos de cargas adecuadas para su uso con las formas de dosificacion de los compuestos de la invencion
incluyen, pero no se limitan a, talco, carbonato calcico (por ejemplo, granulos o polvo), celulosa microcristalina,
celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido salicilico, sorbitol, almidén, almidén pregelatinizado, y mezclas de
los mismos.

Normalmente, de aproximadamente el 50 a aproximadamente el 99 por ciento en peso de una forma de dosificacion
solida de la invencion es aglutinante y/o carga.

Se usan disgregantes para hacer que el comprimido se disgregue cuando se expone a un entorno acuoso. Un
exceso de un disgregante producira comprimidos que pueden disgregarse en la botella debido a humedad
atmosférica; demasiado poco puede ser insuficiente para que se produzca la disgregacion y puede asi alterar la tasa
y grado de liberacion del compuesto de la invencion de la forma de dosificacion. Asi, debe usarse una cantidad
suficiente de disgregante que no sea ni demasiado pequefia ni demasiado grande para alterar perjudicialmente la
liberacion del farmaco para formar formas de dosificacion sdlidas de la invencion. La cantidad de disgregante usada
varia basandose en el tipo de formulacion y modo de administracion, y es facilmente discernible para aquellos
expertos habituales en la materia. Normalmente, puede usarse de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 15
por ciento en peso de disgregante, preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 5 por ciento en
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peso de disgregante, en la composicion farmacéutica.

Disgregantes adecuados que pueden usarse para formar formas de dosificacion sélidas incluyen, pero no se limitan
a, agar-agar, acido alginico, carbonato calcico, celulosa microcristalina, croscarmelosa soédica, crospovidona,
polacrilin potasio, glicolato sédico de almidén, almidén de patata o de tapioca, otros almidones, almiddn
pregelatinizado, otros almidones, arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas y mezclas de los mismos.

Lubricantes adecuados para su uso con formas de dosificacion solidas incluyen, pero no se limitan a, estearato de
calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero, glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros
glicoles, acido estearico, laurilsulfato de sodio , talco, aceite vegetal hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete,
aceite de semilla de algodon, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja),
estearato de cinc, oleato de etilo, laurato de etilo, agar, y mezclas de los mismos. Lubricantes adicionales incluyen,
por ejemplo, un gel de silice siloide (AEROSIL 200, fabricado por W.R. Grace Co. de Baltimore, Md.), un aerosol
coagulado de silice sintética (comercializado por Degussa Co. de Plano, Tex.), CAB-O-SIL (un producto de diéxido
de silicio pirogénico comercializado por Cabot Co. de Boston, Mass.), y mezclas de los mismos. Opcionalmente
puede afiadirse un lubricante, normalmente en una cantidad inferior a aproximadamente el 1 por ciento en peso de
la composiciéon farmacéutica.

Preferentemente, cada forma de dosificacion soélida contiene de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 3000
mg del compuesto de la invencién. Preferentemente, cada forma de dosificacion sélida contiene aproximadamente 5
mg, aproximadamente 25 mg, aproximadamente 100 mg, aproximadamente 200 mg, aproximadamente 250 mg, o
aproximadamente 500 mg del compuesto de la invencién. Formas de dosificacion sdlidas adecuadas para
administracion por via oral contienen preferentemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 200 mg del
compuesto de la invencion.

Las formas liquidas en las que las composiciones novedosas de la presente invenciéon pueden incorporarse para
administracion por via oral incluyen disoluciones acuosas, jarabes adecuadamente aromatizados, emulsiones
acuosas y aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite de maiz, aceite de semilla de algoddn, aceite de
sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, ademas de elixires y vehiculos farmacéuticos similares. También
pueden usarse formulaciones liquidas para administracion por inhalacién, suspendiéndose el componente activo en
un liquido que va a administrarse usando un dispensador nasal. Asi, el compuesto activo puede resorberse tanto por
las membranas mucosas en el tracto nasal como resorberse por los pulmones.

Otras composiciones de administracion nasal estan presentes como composiciones secas usando un gas propulsor
para conducir la composicion seca al tracto nasal y/o pulmones.

Ademas, las composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas compuestos de la presente invencion pueden
administrarse en combinacion con cualquier otro farmaco adecuado, por ejemplo, para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales. Cuando se emplea terapia de combinacion, la composicion farmacéutica que contiene el (los)
compuesto(s) de la presente invencién y el segundo farmaco pueden administrarse simultaneamente,
secuencialmente o por separado. Cada componente usado en la terapia de combinacién se emplea en una cantidad
suficiente para su fin previsto. Por ejemplo, el farmaco secundario se emplea en cantidades suficientes para efectuar
la reduccion del sintoma en cuestion in vivo.

Preferentemente, el intervalo de dosis para compuestos de la presente invencion es de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 1000 mg por dosis, mas preferentemente de aproximadamente 2 mg a aproximadamente 500 mg,
incluso mas preferentemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 100 mg, y todavia mas
preferentemente de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 60 mg. De nuevo, la dosis particular usada
dependera del paciente (edad, peso, etc.) y la gravedad de la enfermedad (leve, moderada, grave). Por ultimo lugar,
una composicién farmacéutica que contiene dos principios activos también puede prepararse para administrar los
farmacos simultaneamente.

La administracion del (de los) presente(s) farmaco(s) tendra normalmente lugar a propdsito del consumo de
alimentos, cuando se libera lipasa-colipasa debido a la digestion y se obtendra una inhibiciéon 6ptima debajo del
duodeno.
Ejemplos
Se facilitan las siguientes preparaciones y ejemplos para permitir que aquellos expertos en la materia entiendan mas

claramente y pongan en practica la presente invencion. No deben considerarse limitantes del alcance de la
invencion, sino que simplemente son ilustrativos y representativos de la misma.
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Ejemplos de formulacion

Ejemplo 1

Se preparan capsulas de gelatina dura que contienen los siguientes componentes:

Componente Cantidad (mg/capsula)
Principio activo 30,0

Almidén 305,0
Estearato de magnesio 5,0

Los componentes anteriores se mezclan y se llenan en capsulas de gelatina dura en cantidades de 340 mg.

Ejemplo 2

Se prepara una formulacion en comprimido usando los siguientes componentes:

Componente Cantidad (mg/comprimido)
Principio activo 25,0

Celulosa, microcristalina 200,0

Diéxido de silicio coloidal 10,0

Acido estearico 5,0

Los componentes se mezclan y se comprimen para formar comprimidos, pesando cada uno 240 mg.

Ejemplo 3

Se preparan comprimidos, que contiene cada uno 30 mg de principio activo, del siguiente modo:

Componente Cantidad (mg/comprimido)
Principio activo 30,0 mg

Almidén 45,0 mg
Celulosa microcristalina 35,0 mg
Polivinilpirrolidona 4,0 mg

(como disolucion al 10 % en agua estéril)

Carboximetilalmidén de sodio 4,5mg
Estearato de magnesio 0,5 mg

Talco 1,0 mg

Total 120,0 mg

El principio activo, almidén y celulosa se pasan a través de un tamiz U.S. N° 20 de malla y se mezclan
minuciosamente. La disolucién de polivinilpirrolidona se mezcla con los polvos resultantes, que a continuacion se
pasan a través de un tamiz U.S. de 16 de malla. Los granulos asi producidos se secan a 50 a 60 °C, y se pasan a
través de un tamiz U.S. de 16 de malla. A continuacion se afiaden el carboximetilalmidon de sodio, el estearato de
magnesio y el talco, previamente pasados a través de un tamiz U.S. N°: 30 de malla, a los granulos que, después de
mezclarse, se comprimen sobre una maquina de comprimidos para dar comprimidos que pesan cada uno 120 mg.

Ejemplo 4

Se preparan capsulas, que contienen cada una 40 mg de medicamento, del siguiente modo:

Componente Cantidad (mg/capsula)
Principio activo 40,0 mg
Almidén 109,0 mg
Estearato de magnesio 1,0 mg

Total 150,0 mg

Se mezclan el principio activo, almidon y estearato de magnesio, se pasan a través de un tamiz U.S. N°: 20 de malla
y se llenan en capsulas de gelatina dura en cantidades de 150 mg.

Ejemplo 5
Se preparan supositorios, que contienen cada uno 25 mg de principio activo, del siguiente modo:

Cantidad
25 mg

Componente
Principio activo
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Glicéridos de acidos grasos saturados hasta  2.000 mg
El principio activo se pasa a través de un tamiz U.S. N°% 60 de malla y se suspende en los glicéridos de acidos
grasos saturados previamente fundidos usando el calor minimo necesario. A continuacion, la mezcla se vierte en un
molde de supositorio de 2,0 g de capacidad nominal y se deja enfriar.

Ejemplo 6

Se preparan suspensiones, que contiene cada una 50 mg de medicamento por 5,0 ml de dosis, del siguiente modo:

Componente Cantidad
Principio activo 50,0 mg
Goma xantana 4,0 mg
Carboximetilcelulosa de sodio (11 %)

Celulosa microcristalina (89 %) 50,0 mg
Sacarosa 1,75g
Benzoato de sodio 10,0 mg
Aroma y color C.S.p.
Agua purificada hasta 5,0 ml

Se combinan el principio activo, sacarosa y goma xantana, se pasan a través de un tamiz U.S. N°: 10 de malla, y a
continuacion se mezclan con una disoluciéon previamente preparada de la celulosa microcristalina y la
carboximetilcelulosa de sodio en agua. Se diluyen el benzoato de sodio, aroma y color con algo de agua y se
afaden con agitacion. A continuacion se afiade agua suficiente para producir el volumen requerido.

Ejemplo 7

Puede prepararse una formulacién del siguiente modo:

Componente Cantidad (mg/capsula)
Principio activo 15,0 mg
Almidén 407,0 mg
Estearato de magnesio 3,0 mg

Total 425,0 mg

Se combinan el principio activo, almidén y estearato de magnesio, se pasan a través de un tamiz U.S. N°: 20 de
malla, y se llenan en capsulas de gelatina dura en cantidades de 425,0 mg.

Otras formulaciones adecuadas para su uso en la presente invencion pueden encontrarse en Remington's
Pharmaceutical Sciences, editado por E. W. Martin (Mack Publishing Company, 182 ed., 1990).

Listado de secuencias
<110> FORSKARPATENT | SYD y col.
<120> TRATAMIENTO DE MELANOMA
<130> PC-21043355
<150> SE 0801791-5
<151> 13-08-2008
<160> 23
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211>6

<212> PRT
<213> Wnt5a humana

<400> 1
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<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 2

<210> 3

<211>8

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 3

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 4

<210>5

<211>10

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 5

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 6

<210>7

<211>12

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 7

ES 2527454 T3

Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5

Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5

Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5

Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5

Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10

Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10

Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu

1

<210> 8

<211>13

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

5 10
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<400> 8

Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10

<210>9

<211> 14

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 9

Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10

<210> 10

<211>15

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 10

Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10 15

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 11

Gly Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu Leu
1 5 10 15

<210> 12

<211>17

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 12
Gln Gly Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys Glu
1 5 10 15
Leu

<210> 13

<211>18

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 13
Thr Gin Gly Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly Cys
1 5 10 15
Glu Leu

<210> 14

<211>19

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 14
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Gly Thr Gin
1

Cys Glu Leu

<210> 15

<211> 20

<212> PRT

<213> Wnt5a humana

<400> 15

Leu Gly Thr
1

Gly Cys Glu

<210> 16
<211> 21
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 16
ggattgttaa actcaactct c

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 17
acacctcttt ccaaacaggc c

<210> 18
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 18
ttcaacaccc cagccatgta

<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 19
ttgccaatgg tgatgacctg

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 20
acatcgccta caaccagacc

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 21

ES 2527454 T3

Gly Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp Gly
5

10

Gln Gly Arg Leu Cys Asn Lys Thr Ser Glu Gly Met Asp

5 10

Leu

21

21

20

20

20

20

15
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10

15

ctcgcccaga aacttgtage

<210> 22
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 22
acacccgctc tacaacaagg

<210> 23
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 23
cgtagtggat gtggttgtgc

20

20

20
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REIVINDICACIONES
1.- Un derivado de carbamato no ramificado del péptido Wnt5-a. que consiste en SEC ID NO: 1.
2.- Un derivado de carbamato no ramificado segun la reivindicacion 1, en el que el derivado esta seleccionado del
grupo que consiste en derivado de N-metiloxicarbonilo, derivado de N-etiloxicarbonilo, derivado de N-n-

propiloxicarbonilo y derivado de N-butiloxicarbonilo.

3.- Un derivado de carbamato no ramificado de un péptido Wnt5-a segun la reivindicacion 1 6 2 para su uso en €l
tratamiento de melanoma y cancer gastrico.

4.- Una composiciéon farmacéutica que contiene un derivado de carbamato no ramificado del péptido Wnt5-a. que
consiste en SEC ID NO: 1, en combinacion con uno o mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables inertes.

5.- Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, en la que el derivado de carbamato no ramificado es
uno del grupo derivado de N-metiloxicarbonilo, N-etiloxicarbonilo, N-n-propiloxicarbonilo o de N-butoxicarbonilo.

6.- Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4 o 5, en la que la composicion esta formulada como una
composicion tépica.

7.- Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4 o 5, en la que la composicion esta formulada como una
composicion inyectable.
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