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DESCRIPCION
Actividad antitumoral de inhibidores de multiples quinasas en el cancer de mama triple negativo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende a) un nuevo inhibidor de mdltiples quinasas; y b)
al menos un agente quimioterapéutico. La presente invencion se refiere ademas al uso de dicha composicién en la
prevencion y/o el tratamiento del cancer de mama triple negativo. Ademas, la presente invencion también desvela
una composicion farmacéutica que comprende la composicidn anteriormente mencionada y un método para su
produccién.

Antecedentes de la invenciéon

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea como se ha demostrado a nivel gendmico con la descripcion de
los diferentes subtipos del cancer de mama con un resultado clinico independiente [Cancer Cell 2007; 11: 259-273,
Cell 2011; 144: 646-674, Nature 2000; 406: 747-752, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2001; 98: 10869-10874]. Entre
ellos, el cancer de mama triple negativo (TNBC) se refiere al cancer de mama que carece de la expresion del
receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor de Her2/neu (HER2), y representa el
15 % de todos los tumores de mama [Clin. Cancer Res. 2004; 10: 5367-5374]. En el TNBC, varias quinasas de
membrana e intracelulares se pueden activar de forma concomitante [Cell 2011; 144: 703-718, Oncogene 2013; 33:
148-156]. La PIBK/mTOR y la via MAPK estan cominmente fosforiladas en este tipo de tumor [Oncogene 2013; 33:
148-156]. Quinasas activadas con menor frecuencia incluyen STAT1, STAT3 o SRC, entre otras [Oncogene 2013;
33: 148-156]. Se asocia con un patron de recaida del tumor especifico y un aumento de la sensibilidad a la
quimioterapia [Clin. Cancer Res. 2007; 13: 4429-4434, Clin. Cancer Res. 2013; 19: 5533-5540]. Mediante el uso de
analisis de expresion génica, se ha clasificado en siete subtipos con diferentes sensibilidades al tratamiento [J. Clin.
Invest. 2011; 121: 2750-2767, Clin. Cancer Res. 2013; 19: 5533-5540]. Aunque la identificacion de estos diferentes
subtipos representa un avance importante en el cancer, por desgracia, la aplicacién de esta clasificacién con fines
terapéuticos no esta clara [J. Clin. Invest. 2011; 121: 2750-2767]. Por lo tanto, las opciones terapéuticas disponibles
para los pacientes con TNBC se limitan al tratamiento convencional con quimioterapia [Clin. Cancer Res. 2013; 19:
5533-5540, Cancer Treat. Rev. 2013; 39: 68-76], y el prondstico de los pacientes con TNBC es malo debido a las
limitadas opciones terapéuticas y a la falta de agentes dirigidos especificos [Lancet Oncol. 2007; 8: 235-244].

El documento EP 2277885 A1 desvela inhibidores del crecimiento tumoral basados en la familia de indolocarbazoles
glicosilados. Los receptores de tirosina quinasas (RTKs) y sus rutas aguas abajo participan en la regulacion de
muchas funciones celulares incluyendo la proliferacién y la supervivencia [Cell 2011; 144: 703-718, Oncogene 2014;
33: 148-156, Cell 1990; 61: 203-212, Cell 2000; 103: 211-225] y desempefian un papel central en la génesis y/o la
promocion de diferentes subtipos de tumores de cancer de mama incluyendo el subtipo triple negativo. Usando
muestras humanas, los inventores y otros grupos de investigacion evaluaron el perfil de quinasa de los TNBC,
observando que una serie de RTKs se activan; tal como el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) o el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR), entre otros [Oncogene 2014; 33: 148-156]. Ademas, varios componentes de la via PI3K/mTOR
se fosforilaron en una proporcion significativa de los pacientes [Oncogene 2014; 33: 148-156, Cancer Res. 2013; 73:
6346-6358]. Curiosamente, la inhibicién de la via PI3K produjo una detencién proliferativa en modelos celulares y
una reduccion del crecimiento de tumores implantados en los animales xenoinjertados o generados usando modelos
transgénicos [Oncogene 2014; 33: 148-156]. Cabe sefialar que los estudios clinicos que evalian los farmacos
dirigidos a receptores individuales han mostrado resultados decepcionantes que sugieren que se deben desarrollar
estrategias terapéuticas para inhibir una serie de nodos oncogénicos clave [J. Clin. Oncol. 2013; 31: 2586-2592].
Ademas, diferentes estudios, incluyendo aquellos que usan enfoques de secuenciacion, han demostrado la
relevancia de algunos componentes de estas rutas de sefializacion, incluyendo la via PI3K/mTOR [Cell 2011; 144:
703-718, Nature 2012; 486: 395-399]. Basandose en la importancia global de la activacion de las RTKs y las vias
aguas abajo en el TNBC, el desarrollo de nuevos inhibidores de multiples quinasas que podrian presentar
polifarmacologia contra nodos oncogénicos clave es un objetivo principal, y los inhibidores de tirosina quinasas (TKI)
disefiados para neutralizar su funcién estan en desarrollo clinico.

Las alteraciones de la maquinaria de reparacién del ADN parecen ser de gran importancia en este subtipo de
cancer, y particularmente en los tumores de mama de tipo basal [J. Natl. Cancer Inst. 2003; 95: 1482-1485, Nat.
Rev. Cancer 2004; 4: 814-819]. Este subgrupo esta enriquecido de genes asociados con la respuesta de
proliferacion y de dafio en el ADN, cuando se evaluan mediante analisis de expresion génica [J. Clin. Invest. 2011;
121: 2750-2767]. Esta enriquecido con mutaciones somaticas y adquiridas en los genes de reparacion del ADN,
principalmente BRCA1 y BRCAZ2, involucrados en el mecanismo de reparaciéon de recombinacion homéloga (HR)
[Nat. Rev. Cancer 2004; 4: 814-819]. La asociacién entre las RTKs o sus vias aguas abajo con los mecanismos de
reparacion del ADN no esta clara. Sin embargo, la activacion de algunas rutas como la via PI3BK/mTOR se ha
relacionado con la reparacion del ADN vy la sensibilidad al estrés genotdxico [Science 2013; 341: 395-9, EMBO Mol.
Med. 2009; 1: 315-322]. Ademas, el tratamiento con algunos TKI solos o en combinacién indujo dafio en el ADN. De
hecho, la administracion del inhibidor de mdltiples tirosina quinasas dasatinib, con el anticuerpo anti-HER2
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trastuzumab, indujo dafio en el ADN, y se sinergizd con la quimioterapia [J. Natl. Cancer Inst. 2010; 102: 1432-1446].
Dado que los tumores de tipo basal muestran un aumento en la proliferacién y un deterioro de los mecanismos de
reparacion del ADN, seria deseable identificar farmacos que dafiaran el ADN, ademas de proporcionar un efecto
antiproliferativo.

El problema de la presente invencion es proporcionar medios mejorados de prevencién y/o tratamiento del TNBC
que no solo induzcan dafio en el ADN de dichos tumores, sino que también proporcionen un efecto antiproliferativo,
especifico del tumor, de modo que no presenten efectos secundarios adversos.

Breve descripcion

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende:

a) un compuesto de Formula (l111)

Formula (1)

b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre carboplatino, docetaxel y olaparib.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, el compuesto de Férmula (Ill) se ha usado para ilustrar los efectos
reivindicados.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el al menos un agente quimioterapéutico es el agente
antineoplasico a base de platino carboplatino.

Como alternativa, en otra realizacion preferida de la presente invencion, el al menos un agente quimioterapéutico es
el agente quimioterapéutico antimitético docetaxel. Ademas, en otra realizacion preferida alternativa de la presente
invencion, el al menos un agente quimioterapéutico es el inhibidor de la poli adenosina difosfato ribosa polimerasa
(PARP) olaparib.

La presente invencién se refiere a una composicién, como se describe en el presente documento, para su uso en la
prevencién y/o el tratamiento del cancer de mama en un paciente. La presente invencién también se refiere a una
composicién, como se describe en el presente documento, para su uso en la prevencién y/o el tratamiento del
cancer de mama triple negativo en un paciente.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un uso de una composicién, como se describe en el presente
documento, en la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento del cancer de mama,
preferentemente el cancer de mama triple negativo.

Ademas, la presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:

a) un compuesto de Férmula (Ill), como se describe en el presente documento; y
b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre carboplatino, docetaxel y olaparib.

Ademas, la presente invencion se refiere a un método de produccién de una composicién farmacéutica que
comprende mezclar:

a) un compuesto de Férmula (Ill), como se describe en el presente documento; y
b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre carboplatino, docetaxel y olaparib.

También se describe en el presente documento un método de prevencién y/o tratamiento de pacientes que padecen
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cancer de mama, preferentemente cancer de mama triple negativo, que comprende la administracién, a un paciente
que la necesita, 0 a un sujeto con riesgo de padecer cancer de mama, preferentemente cancer de mama triple
negativo, de una dosis, o cantidad, eficaz de la combinacién de compuestos activos o de una composicion que
comprende los mismos, en particular, representada por la combinaciéon de un compuesto de férmula I, y mas
preferentemente de un compuesto seleccionado entre un compuesto de férmula (), férmula (Ill) o férmula (IV); con
al menos un agente quimioterapéutico, en donde el al menos un agente quimioterapéutico es un agente
antineoplasico a base de platino seleccionado entre cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, satraplatino, picoplatino,
nedaplatino, triplatino y lipoplatino, mas preferentemente cisplatino o carboplatino; un agente quimioterapéutico
antimitotico seleccionado entre taxanos y alcaloides de la vinca, mas preferentemente seleccionado entre
vinorrelbina, docetaxel, paclitaxel, vinblastina y vincristina, ademas preferentemente vinorrelbina o docetaxel; o un
inhibidor de PARP seleccionado entre olaparib, rucaparib y veliparib, mas preferentemente olaparib.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. A. Efecto antiproliferativo dependiente de la dosis de Férmula (l1l) (EC) en células HS578T, BT549 y
MDA-MB-231 (MDAMB231) cultivadas en DMEM con FBS al 10 %, y en células HCC3153 cultivadas en RPMI
con FBS al 10 %, determinado como el porcentaje de metabolismo del MTT [metabolizaciéon, medida en funcién
de la absorbancia a 562 nm (Ase2)] a dosis de 0 a 2 uM tras 72 h; B. Efecto antiproliferativo dependiente del
tiempo de Férmula (Ill) (500 nM) en células HS578T, BT549 y MDA-MB-231 (MDAMB231) cultivadas en DMEM
con FBS al 10 %, y en células HCC3153 cultivadas en RPMI con FBS al 10 %, determinado como el porcentaje
de metabolismo del MTT [metabolizacidon, medida en funcién de la absorbancia a 562 nm (Ase2)] durante 6 dias.

Figura 2. A. Efecto de Férmula (Ill) (EC) sobre la formacién de estructuras esféricas en cultivos de HS578T,
BT549 y MDA-MB-231 (MDAMB231) en matrigel, un medio semisélido en el que las células crecen formando
estructuras esféricas. B. Efecto de Férmula (lll) (EC) en el diametro en unidades arbitrarias (UA) de las
estructuras esféricas formadas en cultivos de HS578T, BT549 y MDA-MB-231 (MDAMB231) en matrigel.

Figura 3. Efecto antiproliferativo en células HS578T, BT549 y MDA-MB-231 (MDAMB231) cultivadas en DMEM
con FBS al 10 %, medido como el porcentaje de metabolismo del MTT (metabolizacién) con respecto a un
control sin tratar (CTRL, para el que los valores de absorbancia medios de las muestras no tratadas de cada
linea celular se tomaron como el 100 %) de A. Administracion de una dosis fija durante 72 horas de Férmula (lll)
(EC), vinorrelbina (VINO), o una combinaciéon de los mismos (ECVINO); B. Administracion de una dosis fija
durante 72 horas de Férmula (lll) (EC), docetaxel (DOC), o una combinaciéon de los mismos (ECDOC); y C.
Administracién de una dosis fija durante 72 horas de Foérmula (lll) (EC), carboplatino (CARBO), o una
combinacion de los mismos (ECCARBO).

Figura 4. indices de combinacién se calcularon usando el software Calcusyn para células HS578T (triangulos),
BT549 (circulos) y MDA-MB-231 (MDAMB231, cuadrados) con A. dosis combinadas de Férmula (l1l) (EC) en el
intervalo nanomolar con dosis de vinorrelbina [eje x = concentracién de Formula (lll) (EC) (nM)/concentracion de
vinorrelbina (nM)]; B. dosis combinadas de Formula (Ill) (EC) en el intervalo nanomolar con dosis de carboplatino
[eje x = concentracién de Formula (1) (EC) (nM)/concentracion de carboplatino (nM)]; y C. dosis combinadas de
Formula (lll) (EC) en el intervalo nanomolar con dosis de docetaxel [eje x = concentracion de Formula (1ll) (EC)
(nM)/concentracion de docetaxel (nM)].

Figura 5. Analisis de citometria de flujo del efecto de la Formula (Ill) (EC) (500 nM) en células HS578T, BT549 y
MDA-MB-231 cultivadas en DMEM con FBS al 10 % sobre A. el ciclo celular, medido como el porcentaje medio
de células de las diferentes fases (G0/G1, S y G2/M) de la progresion del ciclo celular medida mediante
citometria de flujo tras 12 y 24 horas de tratamiento y con tinciéon con yoduro de propidio (Pl); B. la apoptosis,
medido como el porcentaje medio de células positivas o negativas a la tincién con anexina de tres experimentos
independientes tras 24 y 48 horas de tratamiento tefiidas con anexina V.

Figura 6. Inhibicion de los componentes de la via PIBK/mTOR/AKT y JAK/STAT por Férmula (Ill) (EC) (500 nM)
tras el tratamiento inicial (C) y hasta 24 h de tratamiento, determinada usando una Western Blot de AKT
fosforilada (pS473-AKT, pT308-AKT), p70 S6 (p-p70 S6) y STAT3 (p-STAT3) normalizada con respecto a
GAPDH.

Figura 7. Efecto apoptético sobre las células BT549 (barras negras) y HS578T (barras blancas) de Férmula (Ill)
(EC), docetaxel (DOC), carboplatino (CARBOQO), o combinaciones de del primero con docetaxel (EC/DOC) o
carboplatino (EC/CARBO) frente a un control (C) determinado como un porcentaje de células que expresan
anexina V tras 48 horas.

Figura 8. Efecto de dafo en el ADN de Férmula (1) (EC) (500 nM), determinado usando una Western Blot de
yH2AX fosforilada (p-H2AX), p53 (p-P53), Chk2 (p-Chk2), Cdc2 (p-Cdc2) e histona H3 (p-histona H3), asi como
las ciclinas A, B y D3 como marcadores de dicho dafio frente a la tubulina en células HS578T tras el tratamiento
inicial (C) y hasta 24 h de tratamiento.
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Figura 9. Efecto de dafio en el ADN de Férmula (Ill) (EC), docetaxel (DOC), carboplatino (CARBO), o
combinaciones de del primero con docetaxel (EC/DOC) o carboplatino (EC/CARBO) frente a un control (C),
determinado usando un Western Blot de la expresion de pyH2AX (p-H2AX) como marcador de dicho dafio en
células BT549 (superior) y HS578T células (centro), normalizado con respecto a la expresion de GAPDH.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se refiere a una composicion que comprende a) un compuesto de Férmula (1)

Formula (1)

en donde R1, R2 y Rs son, cada uno e independientemente, hidrégeno o un grupo protector, en donde dicho grupo
protector puede consistir en un grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo cicloalquilo heterociclico, un grupo
hidroxialquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo alcoxialquilo, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un grupo
arilo, un grupo arilo heterociclico, un grupo alquilarilo, un grupo éster, un grupo carbonato, un grupo acido
carboxilico, un grupo aldehido, un grupo cetona, un grupo uretano, un grupo sililo, un grupo sulféxido o una
combinacion de los mismos, Rs, Re, R7, Rs, Re y R1o son, cada uno e independientemente, hidrégeno, hidroxilo o un
grupo -ORg4, en donde R4 es un grupo protector de acuerdo con la definicion anterior; y

b) al menos un agente quimioterapéutico.

Preferentemente, la composicion de la presente divulgacion comprende un compuesto de Férmula (1) en donde R1,
R2 y Rs son hidrogeno, Re es OH, R1o es hidrégeno, y Rs, Rs, R7 y Rs son, cada uno e independientemente,
hidrégeno, hidroxilo o un grupo -OR4, en donde R4 es un grupo protector seleccionado entre un grupo alquilo, un
grupo cicloalquilo, un grupo cicloalquilo heterociclico, un grupo hidroxialquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo
alcoxialquilo, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un grupo arilo, un grupo arilo heterociclico, un grupo éster, un
grupo acido carboxilico, un grupo aldehido, un grupo cetona, un grupo sililo, un grupo sulféxido o una combinacion
de los mismos.

En la presente divulgacion, el grupo protector R4 se selecciona preferentemente entre un grupo alquilo, un grupo
cicloalquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un grupo arilo, un grupo arilo
heterociclico, un grupo aldehido, un grupo sulféxido o una combinaciéon de los mismos, mas preferentemente un
grupo alquilo, un grupo cicloalquilo, un grupo alquilo halogenado, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, o una
combinacion de los mismos, ademas preferentemente un grupo alquilo.

Aun mas preferentemente, la composiciéon de la presente divulgacion comprende un compuesto de Férmula (I) en
donde Ri, Rz y Rs son hidréogeno, Re es OH, Rio es hidrégeno, y Rs, Rs, R7 y Rs son, cada uno e
independientemente, hidrogeno o hidroxilo. Ademas, preferentemente, la composicion de la presente divulgacion
comprende un compuesto de Férmula (I) en donde R1, Rz y Rs son hidrogeno, Re es OH y Ri1o es hidrégeno, en
donde uno de Rz 0 Rs es hidrégeno, y el otro es hidroxilo, y Rs y Re son, cada uno e independientemente, hidrégeno
o hidroxilo.

En una divulgacioén preferida, la composicion comprende un compuesto de Férmula (1) seleccionado entre Formula
(1), Férmula (Il) y Férmula (1V):
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Formula (V).

La Férmula (lll) es una de las moléculas de indolocarbazol hibrido englobadas por la estructura definida en el
presente documento por la Férmula (I). La Féormula (lll) se obtiene a partir de bacterias modificadas genéticamente
por biosintesis combinatoria de las vias de biosintesis de la rebecamicina y estaurosporina, y producidas por
fermentacion [Chem. Commun. (Camb.) 2009: 4118-20]. La Férmula (lll) muestra afinidad hacia e inhibe la actividad
de una gama de tirosina y serina/treonina quinasas en ensayos bioquimicos en el intervalo nanomolar y
subnanomolar, muestra actividad antitumoral en una amplia gama de tumores sdlidos, tanto en los ensayos de
proliferacion como de esferas, e inhibe los nodos de sefializacidon claves en el intervalo submicromolar, a
concentraciones muy por debajo de los niveles plasmaticos en animales de experimentacion. Por lo tanto, la
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Formula (1) es un inhibidor de mudltiples quinasas, mas especificamente un inhibidor de serina/treonina quinasas.
Estudios en modelos animales mostraron la actividad antitumoral de la Férmula (lll) in vivo sin evidencia de
toxicidad. De hecho, la Férmula (lll) ha completado su evaluacion de seguridad en animales y esta a punto de iniciar
su desarrollo clinico. Sin embargo, la especificidad limitada de la Férmula (lll) condujo a la inhibicién de vias
relevantes como la ruta JAK/STAT, que participa en la génesis de los tumores de mama con propiedades de células
madre [J. Clin. Invest. 2011; 121:2723-2735].

Otra divulgacioén preferida comprende una composicion, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, en donde el al
menos un agente quimioterapéutico es un agente quimioterapéutico adecuado para su uso en el tratamiento del
cancer de mama. En una realizacién preferida adicional, el al menos un agente quimioterapéutico se selecciona
entre agentes antineoplasicos a base de platino, agentes quimioterapéuticos antimitéticos o inhibidores de PARP.
Los inhibidores de PARP son un grupo de inhibidores farmacoldgicos de la enzima poli adenosina difosfato ribosa
polimerasa, también conocida como la poli ADP ribosa polimerasa (PARP).

En otras divulgaciones preferidas, la composicién comprende al menos un agente quimioterapéutico, en donde dicho
al menos un agente quimioterapéutico es:

a) un agente antineoplasico a base de platino seleccionado entre cisplatino, carboplatino, oxaliplatino,
satraplatino, picoplatino, nedaplatino, tetranitrato de triplatino y lipoplatino;

b) un agente quimioterapéutico antimitético seleccionado entre taxanos y alcaloides de la vinca; y/o

c) un inhibidor de PARP seleccionado entre olaparib, rucaparib y veliparib.

Otra divulgacion preferida comprende una composicion de acuerdo con cualquiera de lo anterior, en donde el al
menos un agente quimioterapéutico es cisplatino o carboplatino. Otra divulgacién preferida comprende una
composicion, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, en donde el al menos un agente quimioterapéutico se
selecciona entre vinorrelbina, docetaxel, paclitaxel, vinblastina, vindesina y vincristina, ademas preferentemente
entre vinorrelbina o docetaxel. En una realizaciéon preferida, la presente invenciéon comprende una composicion, de
acuerdo con cualquiera de lo anterior, en donde el al menos un agente quimioterapéutico es olaparib.

Preferentemente, el al menos un agente quimioterapéutico, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, se selecciona
entre cisplatino, carboplatino, vinorrelbina, docetaxel y olaparib. Como alternativa, el al menos un agente
quimioterapéutico, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, se selecciona entre cisplatino, carboplatino y docetaxel.
El al menos un agente quimioterapéutico, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, también se puede seleccionar
entre carboplatino y docetaxel.

Por lo tanto, una divulgacion preferida se refiere a una composicion que comprende:

a) un compuesto de Férmula (I), en donde R1, Rz y Rs son hidrégeno, Re es OH, R1o es hidrégeno, y Rs, Re, R7 y
Rs son, cada uno e independientemente, hidrégeno o hidroxilo; y

b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre cisplatino, carboplatino, nedaplatino, lipoplatino,
vinorrelbina, docetaxel, paclitaxel, vinblastina, vindesina, vincristina y olaparib.

Otra divulgacion preferida se refiere a una composicion que comprende:

a) un compuesto de Formula (I), en donde R1, Rz y R3 son hidrégeno, Re es OH y R1o es hidrégeno, en donde
uno de Rz y Rs es hidrégeno, y el otro es hidroxilo, y Rs y Re son, cada uno e independientemente, hidrégeno o
hidroxilo; y

b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre cisplatino, carboplatino, lipoplatino, vinorrelbina,
docetaxel, paclitaxel, vinblastina, vindesina y olaparib.

La presente divulgacion también se refiere a una composicion, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, para su uso
en la prevencion y/o el tratamiento del cancer de mama en un paciente. En otras palabras, la presente divulgacion
también se refiere al uso de una composiciéon, de acuerdo con cualquiera de lo anterior, en la fabricacion de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento del cancer de mama. Preferentemente, dicho cancer de mama es
cancer de mama triple negativo (TNBC). El TNBC se refiere a un cancer de mama que no expresa los genes para el
receptor de estrégeno, el receptor de progesterona y Her2/neu.

La presente divulgacion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende:

a) un compuesto de Férmula (I) de acuerdo con cualquiera de lo anterior; y
b) al menos un agente quimioterapéutico.

Otra realizacion preferida de la presente divulgaciéon comprende un método de producciéon de cualquiera de las
composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente, que comprende mezclar:

a) un compuesto de Férmula (I) de acuerdo con lo anterior; y
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b) al menos un agente quimioterapéutico.

Dicho método puede implicar, ademas, una etapa de calentamiento, agitacién, centrifugacion y/o filtracion para
garantizar la homogeneidad de la mezcla resultante.

A continuacién, se presentan ejemplos de las composiciones de la presente invencion y otras composiciones
divulgadas en el presente documento, y los procesos representativos para su aislamiento, uso y fabricacion, pero no
se deben interpretar como limitantes de la invencion.

Ejemplos
1) Material y métodos
a) Cultivo de células y compuestos farmacoldgicos

Se cultivaron HS578T, BT549 y MDA-MB-231 en DMEM y HCC3153 en RPMI; ambos medios se adquirieron en
Sigma Aldrich, suplementados con FBS al 10 %, 100 mU/ml de penicilina, 100 png/ml de estreptomicina y L-glutamina
2 mM, en una atmosfera de CO2 al 5 % a 37 °C. Estas lineas celulares de cancer de mama triple negativo se
obtuvieron de la coleccién de biologia celular de la coleccion americana de cultivos tipo (ATCC) (Manassas, VA). El
medio se cambié cada 2 dias.

Para el cultivo de células tridimensional, se cubrié la parte inferior de las placas de 24 pocillos con una capa fina de
Matrigel al 4 % enfriada con hielo (BD Biosciences), y se incubd a 37 °C durante 20 minutos para permitir que el
Matrigel se solidificara. Se afiadié Matrigel a DMEM convencional. Se tripsinizaron las células deseadas (solucién de
tripsina-EDTA al 0,25 % (2,5 g/l de tripsina, 0,38 g/l de EDTA), se recogieron y se volvieron a suspender a una
concentracion final de 12.500 cls/ml en Matrigel al 2 %. Se afnadio la suspension celular sobre la capa de Matrigel
solidificada, y se incubo a 37 °C. Se cambid el medio tras 4 dias, y el cultivo celular se visualizé con un microscopio
todos los dias para controlar el fenotipo. Las células se cultivaron durante 10 dias.

El inhibidor de mudiltiples tirosina quinasas de Férmula (lll) fue proporcionado por Entrechem S. L. El cisplatino, el
carboplatino, el docetaxel y la vinorrelbina se adquirieron en Selleckchem. El olaparib se adquirié/fue proporcionado
por?

b) Metabolizacion del MTT

Se llevaron a cabo experimentos de proliferacion y crecimiento celular usando ensayos de captacion de bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en los que el MTT es reducido a formazan purpura por las
mitocondrias de las células vivas. El aumento del nimero de células se detecta por el aumento de la metabolizacion
del MTT, y la reduccién del nimero de células se refleja por una reduccion. Se sembraron células HS578T, BT549,
MDA-MB-231 y HCC3153 a una densidad de 1 x 10* células por pocillo en placas de 24 pocillos, y se cultivaron
durante la noche en DMEM suplementado con FBS al 10 %. Se trataron las células con el farmaco a diferentes
concentraciones para trazar las curvas de dosis-respuesta en todas las lineas celulares de cancer usadas en el
estudio. La curva de tiempo-respuesta se realizé usando la dosis Clso de 500 nM. Tras el tratamiento, se reemplazé
cada pocillo por 250 ul de medio recién preparado que contenia MTT (0,5 pg/ml) y se incubd durante 1 hora. Se
retiré el medio y se afadieron 500 pl de dimetilsulféxido a cada pocillo. Se agité la placa a oscuras durante 5 minutos
para disolver los cristales de MTT-formazan. Se registré la absorbancia de las muestras a 562 nm en un lector de
placas de multiples pocillos (BMG Labtech). Los resultados se representaron como los valores medios de valores
cuadruplicados de un experimento representativo que se repitié al menos dos veces independientes.

Para determinar si la Formula (lll) en combinaciéon con otros farmacos de quimioterapia era sinérgica, aditiva o
antagonista, se us6 el programa de software v2.0 Calcusyn (Biosoft, Ferguson, MO). Este programa permite el
calculo del indice de combinacién (IC) basado en el algoritmo de Chou y Talalay [Cancer Res. 2010; 70: 440-446].
Un valor de indice de combinacion inferior a 1 indica sinergia, los valores iguales a 1 indican un efecto aditivo,
mientras que los valores superiores a 1 indican antagonismo. Se generaron los valores de indice de combinacién de
tres experimentos independientes.

c) Ensayos del ciclo celular y de la apoptosis

El analisis del ciclo celular y la evaluacion de la apoptosis se realizaron mediante citometria de flujo usando yoduro
de propidio y Anexina V, respectivamente.

Para los analisis del ciclo celular, se cultivaron las células HS578T, BT549 y MDA-MB-231 en placas de cultivo de
100 mm, se desarrollaron hasta el 70 % de confluencia y se trataron con Férmula (lll) 500 nM durante 24 h. A
continuacion, se incubaron las monocapas celulares en tripsina-EDTA y se volvieron a suspender en 1 ml de PBS.
Tras tres lavados con PBS, se volvieron a suspender los sedimentos celulares en etanol al 70 % enfriado con hielo
durante 2 min y se centrifugaron durante 5 min a 1.800 rpm. Se trataron los sedimentos celulares con 1 ml de
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solucion de tincién de yoduro de propidio (PI) (PBS que contenia 50 ug/ml de PI, Tween 20 al 0,5 %, 0,1 pug/ml de
RNasa A) (BD Biosciencies), y se incubaron a oscuras durante 1 h. Se realizaron analisis del contenido de ADN y
del ciclo celular usando un citometro de flujo canto Il de FACS y el software CellQuest (BD Biosciences).

Para los andlisis de apoptosis, se incubaron monocapas de células HS578T, BT549 y MDA-MB-231 en tripsina-
EDTA, se lavaron dos veces con PBS frio, y después se volvieron a suspender en tampoén de unién (acido exento de
HEPES 10 mM [pH 7,4], NaCl 140 mM, CaClz 2,5 mM) a una concentraciéon de 1 x 10° células por ml. Se incub6 un
total de 1 x 10° células durante 15 minutos a oscuras con Anexina V-APC (BD Biosciences) y solucion de tinciéon de
yoduro de propidio (PI) (5 ul de Anexina V-isotiocianato de fluoresceina, 10 ul de Pl [5 ul/ml de concentracion finall,
400 pl de tampo6n de unidn).

d) Western Blotting y serie de anticuerpos

Se usaron kits de Western Blot y de series fosforiladas para la evaluacion de los productos intermedios de
sefializacion.

Se cultivaron lineas de células HS578T y BT549 en DMEM con FBS al 10 % vy, al 70 % de confluencia, se trataron
con la Férmula (Ill) a 500 nM durante 6, 12 y 24 horas. Se lavaron las células con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM) y se lisaron en tampédn de lisis enfriado
con hielo (Tris-HCI 20 mM [pH 7,0], NaCl 140 mM , EDTA 50 mM, glicerol al 10 %, Nonidet P-40 al 1 %, pepstatina
1 uM, 1 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml de leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, ortovanadato de sodio
1 mM). Se centrifugaron los lisados a 10.000 g a 4 °C durante 10 minutos. Se cuantifico el nivel de proteina de los
sobrenadantes usando el ensayo de proteina BCA (Sigma Aldrich). Se usé6 un total de 50 ug de proteina de cada
muestra para el anadlisis. Se llevaron luego las muestras a ebullicion en tampdén de muestra de electroforesis y se
colocaron en electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida al 6 %-15 % (SDS-PAGE), en funcién del
peso molecular de las proteinas que se iban a analizar. En resumen, tras la electroforesis, se transfirieron las
proteinas de los geles a membranas de difluoruro de polivinilideno (Millipore Corporation). Se bloquearon las
membranas en solucién salina tamponada con Tris con Tween (TBST) (Tris 100 mM [pH 7,5], NaCl 150 mM, Tween
20 al 0,05 %) que contenia albumina de suero bovino al 1 % durante 1 h y después se incubaron durante la noche
con el anticuerpo correspondiente. Anti-pS473-AKT y anti-pT308-AKT se adquirieron en Santa Cruz; Anti-pS6, anti-
pSTAT3 y anti-GADPH se adquirieron en Cell Signalling Technology; Anti-pH3 se adquirié en Millipore-Cell
Signaling; anti-p-H2AX se adquirié en BD Biosciencies. Tras lavar con TBST, las membranas se incubaron con
anticuerpos secundarios anti-ratén o anti-conejo conjugados con HRP (dilucién 1:5000) durante 1 hora, y las bandas
se visualizaron mediante el uso del sistema de deteccion Western Blotting ECL Plus (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido).

Para realizar el andlisis de transferencia de puntos con las series comerciales, se usaron dos kits de series de RTKs
fosforiladas humanas siguiendo las instrucciones del fabricante respectivo. La serie de quinasas fosforiladas
humanas (Catalogo ARY003B) detecta la fosforilacion especifica de sitio relativa de 43 quinasas intracelulares. El Kit
de la serie de tirosina quinasas receptoras fosforiladas (RTK) (Catdlogo ARY001 B) detecta la fosforilacion de 49
RTKs diferentes.

€) Andlisis de micromatrices de ARNm

Se cultivaron células MDA-MB-231 en DMEM con FBS al 10 %, y al 70 % de confluencia, se trataron las células con
Formula (1lI) 500 nM durante 24 h. Se extrajo el ARN total y se purificé usando el Kit RNeasy Mini (Qiagen). Se
sintetizaron ADNc bicatenarios y ARNc biotinilados usando un cebador T7-polyT y el kit de marcaje de ARN BioArray
(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY), respectivamente. Se fragmentd el ARN marcado y se hibridd a series de
oligonucledtidos humanos (Human Gene ST Arrays) (Affymetrix, Santa Clara, CA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Para el analisis de datos de las micromatrices, se importaron los archivos de Affymetrix CEL de cada
uno de los dos experimentos de hibridacion de micromatrices para las dos condiciones [de control sin tratar y con
tratamiento con Férmula (l11) 500 nM] al software dChip (Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA). Se llevé a cabo
la normalizacién de todas las series frente a la serie con la mediana de la intensidad global. Se obtuvieron los genes
con diferentes valores de expresion de control frente al grupo tratado. Se analizé la lista de genes usando el analisis
bioinformatico de micromatrices de anotacion funcional (DAVID), y el andlisis de enriquecimiento del conjunto de
genes (GSEA). A continuacion, se visualizaron algunas funciones usando el software Cytoscape. Por lo tanto, se
realizaron analisis de enriquecimiento del conjunto de genes para identificar las funciones relevantes efectuadas por
el farmaco, y los genes identificados se confirmaron mediante RT-PCR.

f) Transcriptasa inversa cuantitativa en tiempo real (RT)-PCR

Se extrajo el ARN total de las células con el kit RNeasy Mini (QIAGEN) de acuerdo con las recomendaciones del
proveedor. Se sintetizaron los ADNc a partir de 3 mg de ARN total usando el kit de sintesis de ADNc RevertAid H
Minus First Strand (Fermentas) en un volumen total de 12 ml. Se realiz6 la transcripcion inversa a 42 °C durante 60
min, seguida de 10 min a 70 °C para la inactivacion. Se llevd a cabo el anaélisis de PCR en tiempo real con 4,2 ml de
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ADNCc usando la mezcla maestra de SYBR Fast Green (Applied Biosystems) en el sistema de PCR en tiempo real
StepOnePlus (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se analizaron por
triplicado y la expresion del ARNm se normalizé con respecto al ARNr de GADPH, y se cuantificé mediante el
método de ciclo umbral comparativo (Ct). Las PCR se realizaron usando los siguientes cebadores especificos (SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 20):

GADPH directo CAATGACCCCTTCATTGACC (SEQ ID NO: 1)
GADPH inverso GATCTCGCTCCTGGAAGATG (SEQ ID NO: 2)
XPA directo GCAGCCCCAAAGATAATTGA (SEQ ID NO: 3)

XPA inverso TGGCAAATCAAAGTGGTTCA (SEQ ID NO: 4)
GADDA45 directo GGAGGAAGTGCTCAGCAAAG (SEQ ID NO: 5)
GADDA45 inverso TGGATCAGGGTGAAGTGGAT (SEQ ID NO: 6)
BRCA1 directo ACTCTGGGGCTCTGTCTTCA (SEQ ID NO: 7)
BRCA1 inverso GGTGGTACATGCACAGTTGC (SEQ ID NO: 8)
BRCAZ2 directo CCAATGCCTCGTAACAACCT (SEQ ID NO: 9)
BRCAZ2 inverso AGCTCTTCACCCTGCAAAAA (SEQ ID NO: 10)
DDB2 directo GTGACCACCATTCGGCTACT (SEQ ID NO: 11)
DDB2 inverso TCAAGGACAAACCCACCTTC (SEQ ID NO: 12)
FANCE directo GGACTCAGTTCCAACCCAAA (SEQ ID NO: 13)
FANCE inverso GCTAGTCCACTGGCTTCTGG (SEQ ID NO: 14)
LIG4 directo GTCTGGGCCTGGATTTTGTA (SEQ ID NO: 15)
LIG4 inverso TGCCCCAAAGATGAAGAAAG (SEQ ID NO: 16)
PRMT6 directo CTCTTCATAGCCCCCATCAG (SEQ ID NO: 17)
PRMT6 inverso AATCCCTGCACAACGATCTC (SEQ ID NO: 18)
RADS52 directo AGTTTTGGGAATGCATTGG (SEQ ID NO: 19)
RADS52 inverso TCGGCAGCTGTTGTATCTTG (SEQ ID NO: 20).

Las condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 10 min; luego 40 ciclos a 95 °C durante
30 s y 60 °C durante 1 min.

g) Estudios de xenoinjerto

Se evaluaron los efectos antitumorales in vivo usando animales xenotransplantados. Los ratones se trataron en las
instalaciones de animales siguiendo las directrices legales. Se adquirieron ratones desnudos BALB/c hembra, de 7
semanas de vida en Janvier Labs. Tras 15 dias en cuarentena, se inyectaron 2-5 x 107 células MDA-MB-231 en
100 ul de PBS con Matrigel al 20 % en las almohadillas de grasa mamaria de los ratones. Dos semanas después de
la inyeccidn, se asignaron los ratones al azar en dos grupos (con volumenes de tumor medios iguales antes del
inicio de los tratamientos): control (n = 5) y Férmula (Ill) (n = 5). Tras aproximadamente 2 semanas, cuando los
tumores alcanzaron un volumen de 150 mm3, se inici6 el tratamiento. Se anestesiaron los animales por inhalacion y
luego se trataron con la Férmula (lll). Se midieron los diametros de los tumores vy la inhibicién del crecimiento de los
tumores cada tres dias. Los volumenes tumorales se calcularon usando la siguiente formula: V = (L x W?)/2, en la
que V = volumen (milimetros cubicos), L = longitud (milimetros) y W = anchura (milimetros). Los ratones se
sacrificaron mediante inhalacion de CO: el dia 24 después del inicio de los tratamientos.

Il) Resultados
a) Efecto antitumoral de la Férmula (111)

Para explorar el efecto de la Férmula (l1l) sobre la proliferacion, se us6 un grupo de lineas celulares de TNBC que
incluian HS578T, BT549 y MDA-MB-231. El tratamiento con la Férmula (l11) inhibié la metabolizacion del MTT de una
manera dependiente del tiempo y de la dosis (Figuras 1A, 1B). Las dosis en el intervalo submicromolar (nanomolar)
fueron capaces de producir mas del 80 % de la inhibicidon del crecimiento (es decir, proliferacién reducida) en todas
las lineas celulares estudiadas.

A continuacién, se examind el efecto de la Formula (lll) sobre el crecimiento tridimensional. Con este fin, se
cultivaron HS578T, BT549 y MDA-MB-231 en matrigel, un medio semisélido en el que las células crecen formando
estructuras esféricas (Figura 2A). El tratamiento con la Férmula (Ill) redujo fuertemente el diametro de estas esferas,
lo que demuestra el efecto de la Formula (IIl) sobre la inhibicion del crecimiento celular (Figura 2B).

b) Efecto de la Formula (Ill) en combinacién con agentes quimioterapéuticos

Dado que el éxito en la terapia del cancer se basa en combinaciones de farmacos, se examiné el efecto de la
Formula (Ill) en asociaciéon con los agentes quimioterapéuticos usados en el ambito clinico para los tumores triple
negativo, incluyendo vinorrelbina, docetaxel y compuestos de platino (cisplatino y carboplatino). En primer lugar, se
obtuvo una curva de respuesta a la dosis para estas quimioterapias para seleccionar las dosis en torno a la Clso. A
continuacién, se combiné la Férmula (Ill) con estos agentes (véanse las Tablas 1-15). En general, la administracion
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de la Formula (lll) con vinorrelbina, carboplatino y docetaxel, usando una dosis fija, aumenté el efecto
antiproliferativo de cada agente administrado solo (Figura 3A-C).

Para identificar las interacciones sinérgicas, se combinaron varias dosis de Férmula (Ill) en el intervalo nanomolar
con dosis de estos agentes en torno o por debajo de la Clso en HS578T, BT549 y MDA-MB-231. Con este fin, se us6
el algoritmo de Chou-Talay para el analisis del indice de combinacién [Cancer Res. 2010; 70: 440-446]. Las
combinaciones con vinorrelbina no fueron sinérgicas en MDA-MB-231 ni en BT549 (véanse las Tablas 3 y 8), y solo
para algunas dosis, en HS578T (véase la Tabla 13 y la Figura 4A). Por el contrario, todas las dosis de carboplatino
fueron fuertemente sinérgicas en las tres lineas celulares (véanse las Tablas 1, 6 y 11, y la Figura 4B). De manera
similar, las combinaciones con docetaxel fueron sinérgicas a la mayoria de las dosis estudiadas (véanse las Tablas
4, 9 y 14, y la Figura 4C). Estos resultados demuestran que la sinergia de las composiciones de la presente
invencion con los agentes quimioterapéuticos para el cancer fue inesperada ya sea cualitativamente con respecto al
tipo de compuestos quimioterapéuticos o, cuando hubo sinergia, también cuantitativamente, para cada uno de
cualquiera de los agentes quimioterapéuticos comprendidos en las composiciones de la invencion considerados para
la combinacion sinérgica.

Tabla 1. Efecto de la Férmula (l11), Carboplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la
proliferacién de células MDA-MB-231

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion

Proporcion de
Formula (lll)/Carboplatino

Férmula (1)
Carboplatino
Férmula (Ill) +
Carboplatino

Foérmula (111) (nM)
Carboplatino (nM)
Férmula (Ill) (nM) +
Carboplatino (nM)

indice de combinacién

media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 5,64 | 100,00 | 564 | 100,00 | 5,64

120 | 80 120 + 80 63,77 7,75 74,70 4,85 38,35 1,89 | 0,67 1,5

180 | 120 180 + 120 49,75 2,69 62,30 2,48 26,27 3,33 | 0,67 1,5

240 | 160 240 + 160 38,25 0,33 61,11 4,31 16,38 1,88 | 0,58 1,5

300 | 200 300 + 200 28,13 0,65 58,21 3,48 15,56 3,19 | 0,69 1,5

Tabla 2. Efecto de la Férmula (ll), Cisplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacion
de células MDA-MB-231

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion
c o
e £
+ ) + 8 (] E
s | o | 22 S o =5 S| T8
S = == e == SO
- [ [S= o © © © S Q Q
— - = > - _ = o O =
= — > Q o 5=
= o) =0 IS 0 g0 o=
~ C = C = — —_ () a
®© = == NS @) 50 ke o8
= ) S L e o) a2
g [} > o 1S
= K .2 © o
o (@) 50 . ) . £ [
L media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 5,64 | 100,00 | 564 | 100,00 | 5,64

120 80 120 + 80 63,77 7,75 91,74 6,21 56,53 411 | 1,16 1,5

180 | 120 180 + 120 49,75 2,69 71,66 3,42 49,62 1,98 | 1,47 1,5

240 | 160 240 + 160 38,25 0,33 69,26 0,50 33,70 1,40 | 1,31 1,5

300 | 200 300 + 200 28,13 0,65 68,95 0,17 15,42 4,33 | 0,89 1,5
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Tabla 3. Efecto de la Férmula (ll1), Vinorrelbina y combinaciones de los mismos sobre la inhibicién de la proliferacion
de células MDA-MB-231,

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion

s | £
+ 8 [0} ©
s || Zis = g =g £ | 35
% % = % = o) =3 Q ==
= = c & © 2 © O IS O g
—~ ~ > o = < Q (&) 2
= | 2| =& E o ES o | 2S
© S =8 S IS s £ o S
S o o9 - > i 8 xS
£ 5 25 2 €
5| 2 Ec 2 5
(g > ;f > £ 2

media DT media DT media DT

0 0 100,00 | 3,06 | 100,00 | 3,06 | 100,00 | 3,06

200 1 200 + 1 60,32 4,06 81,71 8,10 43,22 2,82 | 1,09 200

260 | 1,3 | 260+ 1,3 54,53 3,24 58,44 1,38 46,98 3,43 | 1,55 200

300 | 1,6 | 300+ 1,6 49,39 6,14 58,67 9,77 28,34 3,39 | 1,17 187,5

380 | 1,9 | 380+1)9 36,89 4,28 48,51 1,67 27,08 4,48 | 1,38 200

5 Tabla 4. Efecto de la Férmula (l11), Docetaxel y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacion
de células MDA-MB-231

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicién

Docetaxel (nM)
Docetaxel (nM)
Férmula (Ill)
Docetaxel
Formula (111) +
Docetaxel
Proporcion de
Férmula (lll)/Docetaxel

indice de combinacion

Férmula (Ill) (nM)
Formula (11l) (nM) +

media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 2,87 | 100,00 | 2,87 | 100,00 | 2,87

100 | 04 100+ 0,4 56,37 4,95 59,33 4,97 43,74 0,67 | 1,00 250

200 | 0,8 | 200+0,8 56,35 2,41 33,75 0,13 26,54 2,39 | 0,86 250

300 | 1,2 | 300+1,2 40,19 2,15 25,29 0,78 17,90 0,37 | 0,75 250

400 | 1,6 | 400+1,6 35,26 3,28 25,28 0,34 13,47 0,41 | 0,71 250

12



ES 2611486 T3

Tabla 5. Efecto de la Férmula (l1), Olaparib y combinaciones de los mismos sobre la inhibicién de la proliferacion de
células MDA-MB-231

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion
c
S 2
&) ©
+ — + © [CNNeY
= = = £ T ®©
= — So = Q =20 ¥ (=e)
£ = T = © E =S € O =
= | £ =< S < 8o ) o=
= _ 4] = ~
S| 28| =% S S ES e | 85
© ~ O frand ho] o=
18| =§ i 5 s | £
E| 8| 28 * s | %5
5 | © g (o} 2 e
L R . . . £
u media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 8,56 | 100,00 | 8,56 | 100,00 | 8,56

100 | 10 100 + 10 62,54 4,67 66,94 6,46 45,75 1,19 | 0,52 10

200 | 20 200 + 20 46,90 2,96 58,28 0,27 25,58 0,37 | 0,32 10

300 | 30 | 300+30 40,53 0,48 57,33 1,66 18,58 1,15 | 0,29 10

400 | 40 400 + 40 33,70 0,01 57,03 1,62 18,74 0,74 | 0,39 10

Tabla 6. Efecto de la Férmula (lll), Carboplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la
proliferaciéon de células BT-549

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion °
c £
2 T
—~ + ~ + © [ORN=N
= —~ o o c T 9
= = == = c =c 2 c L
= c =c = e == c S ©
= o o = o3 T o 8 °x
= c el =} o S 0 o=
= = =% £ £ ¥e! ] Q=
© LY — o 5 S = © o
= o3 © o O ° & 8 o = ®©
> o =) L (@) L ®) ] o>
£ s gL = g
= = = ©
S | 0§ 55 £ 5
e &) o0 i

media DT media DT media DT

o
o

100,00 | 8,66 | 100,00 | 8,66 | 100,00 | 8,66

120 80 120 + 80 75,49 3,62 37,09 2,38 25,89 9,56 | 1,04 1,5

180 | 120 180 + 120 63,69 1,80 21,43 0,23 12,16 7,96 | 0,81 1,5

240 | 160 240 + 160 44,98 1,24 19,39 5,74 11,19 0,32 | 1,01 1,5

300 | 200 | 300+ 200 31,92 0,39 15,69 1,86 4,58 7,13 | 0,66 1,5
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Tabla 7. Efecto de la Férmula (ll), Cisplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacién
de células BT-549

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion

c o
9 £
—~ + ® 03
= + = o o) c T o
= = gg = c =c a c .2
< c c T 3 © R € 2 Q
= ~ —_ o =X o =
= o = o £ @ gE.@ o o=
© = = £ NS O = O 5 8- ©
= © T © (VR O P

= = = L (0]
2 o8 > o &) o g
S @ =) S £
= c .= he]
O (@) o O £ L

L L

media DT media DT media DT

o
o

100,00 | 8,66 | 100,00 | 8,66 | 100,00 | 8,66

120 | 80 120 + 80 75,49 3,62 63,96 5,29 49,25 0,03 | 1,26 1,5

180 | 120 180 + 120 63,69 1,80 46,37 3,85 39,10 2,01 | 1,54 1,5

240 | 160 240 + 160 44,98 1,24 38,19 1,98 22,87 1,56 | 1,41 1,5

300 | 200 300 + 200 31,92 0,39 19,56 4,94 13,10 0,71 | 1,27 1,5

5 Tabla 8. Efecto de la Férmula (ll1), Vinorrelbina y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacion
de células BT-549

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicién
©
c

S 5

— + ®© o @

= = ro = 2 =2 < °5
T | 2| T2 El 3 55 E | 8
= © g 2 = S £ 8 o2
= £ =< € S g o © S =
= S =35 ) £ E £ 3 g
= = 3

S 5 g6 2 £
~5 E = E C ~B
(g > ° > £ 2

media DT media DT media DT
0 0 100,00 | 9,00 | 100,00 | 9,00 | 100,00 | 9,00

200 1 200 +1 98,48 0,11 94,16 3,11 69,99 417 | 1,11 200
260 | 1,3 | 260+1,3 92,90 3,58 91,71 0,99 76,47 591 | 1,55 200
300 | 1,6 | 300+ 1,6 78,02 1,98 74,36 3,22 55,70 1,80 | 1,48 187,5
380 | 1,9 | 380+1,9 75,85 1,97 62,84 3,77 48,07 4,92 | 1,69 200
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Tabla 9. Efecto de la Férmula (l1l), Docetaxel y combinaciones de los mismos sobre la inhibicién de la proliferacion
de células BT-549

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion _

S o

= x

8 o T
—_ + = _ r_ < - 8
s —~ g,-\ = [0} =0 o c O

X = X .
S|E| =g g g 5 8 £ | 52
—~ ~ ~ ~ L o =
= D = E 8 =] 8 o o=
~ > = X = o £ O % 8— ©
s | & g 3 12 Q 5 O @ T3
= ® o e 0 o g
IS (5] 3 0O = =
= o E O -g O
UC_J o 50 — L
w media DT media DT media DT

o

0 100,00 | 7,51 100,00 7,51 100,00 7,51
100 | 04 100+0,4 68,75 6,81 82,04 4,65 68,41 12,15 | 1,49 250

200 | 0,8 | 200+0,8 72,14 1,41 36,11 14,39 26,46 2,85 0,68 250
300 | 1,2 | 300+1,2 55,86 3,99 36,45 4,44 17,46 2,77 0,67 250

400 | 1,6 | 400+1,6 36,26 1,26 36,13 1,17 10,45 1,20 0,57 250

Tabla 10. Efecto de la Férmula (I1), Olaparib y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacion
de células BT-549

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion
c
g 2
(&)
+ ~ + @© © 3
— — ~ r— = c
£ | = 2s R © < ®© S 59
—~ (= ~— C > Q. —_- Q @] O =
= | 3 == = o 29 o o
e = = 5 o £O 2 So
iy ® o © L O o 3
> Q = Q L [ o g
IS © 2 Q =
5 | © g o) 2 h
L , . . ] £
u media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 7,73 | 100,00 | 7,73 | 100,00 | 7,73

100 | 10 100 + 10 90,84 7,25 81,09 5,02 84,18 6,85 | 1,71 10

200 | 20 | 200+20 71,37 0,58 77,20 3,63 60,99 1,43 | 1,33 10

300 | 30 300 + 30 62,75 6,10 74,16 7,24 31,32 4,14 | 0,83 10

400 | 40 400 + 40 38,46 1,48 45,10 3,15 20,86 3,77 | 0,77 10
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Tabla 11. Efecto de la Formula (l11), Carboplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la
proliferacién de células HS578T

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion °
[ [=
Ne) —
2 5
—~ —_ —_ -+ © O
s | | Z= 5 2 = 5| 22
T || 2= z & <35 £ | 5§
= o =0 = o ol S o Q
= £ = £ I o 5 O s =
=~ = =5 S = gL o Q=
s | 3 T3 0 3 5§ o | 2o
E o =e) - o i © 8 a5
O ® = £ S
(s (&} Lo L
media DT media DT media DT
0 0 100,00 | 8,45 | 100,00 | 8,45 | 100,00 | 8,45

120 80 120 + 80 74,88 6,57 70,90 6,75 50,03 7,27 | 1,04 1,5

180 | 120 180 + 120 67,47 4,70 60,26 1,59 29,33 5,88 | 0,94 1,5

240 | 160 | 240+ 160 50,84 2,81 50,49 7,80 1,70 4,64 | 0,21 1,5

300 | 200 300 + 200 46,83 4,43 24,33 1,35 6,00 4,45 | 0,54 1,5

5 Tabla 12. Efecto de la Formula (l11), Cisplatino y combinaciones de los mismos sobre la inhibicion de la proliferacion

de células HS578T
Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicién
S 2
; = ' Y
z | = ss = 2 =2 3 c 2
S| =2 2 5 5% | 82
= ~ [=% S a o ==
S =9 £ 2 g2 o | 8%
s | 3 55 2 © 5 © s | &3
2 5 S35 L 8 =
= ) c.0 ° S
N o 5 © . . . £ s
L media DT media DT media DT
0 0 100,00 | 8,45 | 100,00 | 8,45 | 100,00 | 8,45
120 80 120 + 80 74,88 6,57 78,97 2,60 64,30 4,58 | 1,11 1,5
180 | 120 180 + 120 67,47 4,70 66,89 3,10 40,60 0,60 | 0,69 1,5
240 | 160 240 + 160 50,84 2,81 66,34 0,91 34,01 6,68 | 0,72 1,5
300 | 200 300 + 200 46,83 4,43 65,19 4,13 21,34 8,81 | 0,53 1,5
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Tabla 13. Efecto de la Férmula (lll), Vinorrelbina y combinaciones de los mismos sobre la inhibicién de la
proliferacién de células HS578T

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion ©

c c

0 35

S o 9
—~ — + fen] © 1 [0 C © =
= = s= = £ =c 3 c 2
£ £ c £ © 2 =2 £ NS
= © ~© S o o 0 8 o=
= £ =c £ S 2o o =
s | 2 =2 5 £ Ec S 8
= o oo L > o > @ =

= S5 = L (&S]

£ o g O 5 IS
~5 £ = £ [ ~’6
(g > ° > £ °

media DT media DT media DT

o
o

0 100,00 | 7,15 | 100,00 | 7,15 | 100,00 | 7,15

200 1 200 + 1 67,80 4,96 44,90 2,43 44,18 2,16 | 1,46 200

260 | 1,3 | 260+1,3 59,94 3,02 40,04 1,48 33,73 4,96 | 0,98 200

300 | 1,6 | 300+ 1,6 52,24 0,58 38,48 0,34 29,29 0,08 | 0,91 187,5

380 | 1,9 | 380+1)9 48,91 0,27 36,67 1,33 28,99 1,42 | 1,06 200

5 Tabla 14. Efecto de la Formula (l11), Docetaxel y combinaciones de los mismos sobre la inhibicidn de la proliferacion

de células HS578T
Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicién _
5 2
[®) ©
- + N + g 3s
= — —~~ = o) g o) a c O
S| 2| 22 = g %8 E | 82
= S o 5=
= | 3 =3 E o 39 Py S
5 | & < x 5 8 s = EE
2 8| g% - 2 8 | o
£ o E O 9 S
LIO_ (] 50 = L
w media DT media DT media DT
0 0 0 100,00 4,54 100,00 | 4,54 | 100,00 | 4,54
100 | 0,4 100+ 0,4 76,19 0,35 73,02 2,67 63,38 2,84 | 1,01 250
200 | 0,8 | 200+0,8 72,37 17,19 49,65 9,03 43,24 6,83 | 0,67 250
300 | 1,2 | 300+ 1,2 66,27 0,15 45,83 0,51 29,78 0,66 | 0,47 250
400 | 1,6 | 400+1,6 57,40 0,99 47,86 1,69 27,13 1,38 | 0,53 250
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Tabla 15. Efecto de la Formula (l11), Olaparib y combinaciones de los mismos sobre la inhibicién de la proliferacion
de células HS578T

Cantidad del farmaco Porcentaje de inhibicion
S o
hel =
S @©
+
s * 5 = £ | 3%
= —_ So = Q =2 o) (=Ne)
£ = = = © o =@ 1S L=
—_ (= — C = o S o @] 8 =
= o =3 E o 2o Y S =
= Q =2 = Ie) €0 () Q ®©
© = ~— = Ne) = o o=
= S c 3 w L @ s 2
E | 8| 2= L 8 | oF
5 (@] g (@] 2 s
w N . . ) =
L media DT media DT media DT

o

0 100,00 | 4,31 100,00 | 4,31 100,00 4,31

100 | 10 100 + 10 93,48 4,49 89,66 4,32 83,31 2,57 1,14 10

200 | 20 200+ 20 77,62 0,12 77,84 1,50 52,72 4,47 0,62 10

300 | 30 | 300+30 72,28 1,37 73,05 0,79 45,64 18,89 | 0,73 10

400 | 40 400 + 40 66,61 2,64 70,62 4,75 35,56 1,43 0,68 10

c) Efectos sobre el ciclo celular y la apoptosis

Para identificar el mecanismo de accién de la Férmula (l11), se exploré el efecto del farmaco en el ciclo celular y en la
induccién de la apoptosis. Con este fin, se trataron HS578T, BT549 y MDA-MB-231 con la Férmula (Ill) a 500 nM o
Formula (Ill) en combinacidon con un agente quimioterapéutico analizado usando el flujo tras la incubacién. Se
observé que la Férmula (111) indujo una fuerte detencion en la fase G2/M, mas pronunciada a las 24 h (incremento de
15 %, 22 % y 18 % para HS578T, BT549 y MDA_MB231, respectivamente, Figura 5A).

También se us6 la tincién con Anexina V para explorar el efecto de la Férmula (l1l) sobre la apoptosis, mediante lo
que se observé un aumento a las 48 horas, mas evidente en HS578T (Figura 5B). Del mismo modo, la activacion
(fosforilacién) de las tirosina quinasas receptoras y de las quinasas intracelulares por la Férmula (lll) se confirmé
mediante Western Blot, en la que se demostré que dicho compuesto inhibe componentes de la via PI3K/mTOR/AKT
y JAK/STAT (Figura 6).

Se evalud el efecto de la combinacion de agentes quimioterapéuticos contra el cancer, tales como docetaxel y
carboplatino, con los compuestos de acuerdo con la presente invencion, tales como la Férmula (Ill), sobre la
apoptosis. La administracion de la Formula (1) con carboplatino indujo la apoptosis claramente a las 48 h (véase la
Figura 7). Se observo un efecto similar, pero menos evidente, con el docetaxel (véase la Figura 7). Estos hallazgos
sugieren que la adicion de algunas quimioterapias a la Férmula (Ill) produjo un aumento de la muerte celular que no
se obtuvo con el inhibidor de quinasa solo.

Como los agentes de dafo del ADN, tales como los compuestos de platino, y los agentes dirigidos a la tubulina,
tales como los taxanos, inducen la apoptosis mediante la produccion de roturas en las cadenas de ADN, se examind
el efecto de estas combinaciones en pyH2AX, un marcador de rotura de dobles cadenas [FEBS Lett. 2010;
584:3717-3724].

Entre las razones que producen una detencion en la fase G2/M esta la presencia de lesiones en el ADN vy el
posterior intento de reparar y mantener su integridad. Para investigar si la explicacion molecular detras de la
inhibicion de la transicién de G2/M es secundaria al dafio del ADN, se analizaron los niveles de yH2AX fosforilado.
Se sabe que esta proteina es necesaria para la detencidon del ciclo celular mediada por puntos de control y la
reparacion del ADN tras roturas de la doble cadena de ADN. El tratamiento con la Férmula (Ill) en HS578T mostro
un aumento en los niveles de yH2AX fosforilado de una manera dependiente del tiempo (Figura 8). En respuesta a
las roturas de la doble cadena de ADN (DSBs), ATM fosforila varios sustratos, incluyendo, Chk2, p53 y yH2AX. Se
observé que la Férmula (l11) indujo la fosforilacion de p53 y de chk2, lo que sugiere que la Féormula (lll) induce la
detencion en G2/M mediante la produccién de dafio en el ADN. Los andlisis de proteinas del ciclo celular también
mostraron que la ciclina D y la ciclina A, reguladores de la fase G1/S, se regularon negativamente tras el tratamiento
con la Férmula (Ill). El aumento observado en ciclina B y p-Cdc2 confirmd la detencién en G2 (Figura 8). En general,
estos resultados muestran que el tratamiento con la Férmula (lll) induce dafio en el ADN que causa la detencion del
ciclo celular en un intento de la célula para mantener la integridad del ADN.
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Como se muestra en la Figura 9, la administracion de la Formula (IlI) con docetaxel o carboplatino aumenté pyH2AX
en comparacion con cada agente administrado solo, demostrando asi que la administracién concomitante de ambos
farmacos aumenta el efecto sobre la integridad del ADN.

En los experimentos descritos en el presente documento, las dosis del farmaco en el intervalo nanomolar fueron
capaces de producir la inhibicion del crecimiento y una reduccion de la formacién de colonias en un grupo de lineas
celulares de TNBC a la misma dosis que inhibieron la eficiencia de las rutas mencionadas. Cuando se combin6 con
quimioterapias, la Formula (lll) produjo un efecto sinérgico con, en particular, los compuestos de platino y docetaxel,
volviendo asi a estos agentes clinicamente aplicables. Cabe sefalar que estas dos quimioterapias son hitos en el
tratamiento de esta enfermedad.

Cuando se evalué el mecanismo de accion, se observé que la administracion de la Férmula (Ill) en cortos periodos
de tiempo indujo dafio en el ADN medido por la fosforilacién de yH2AX y de otras proteinas incluyendo la forma
fosforilada de p53 y Chk2; todas efectores de ATM y ATR aguas abajo en respuesta a los ataques al ADN [Nature
reviews 2000; 1: 179-186, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 2000; 97: 10389-10394]. En periodos mas largos de tiempo,
se observd un aumento de la expresion de los genes implicados en la reparacion del ADN; genes que
probablemente se sintetizaron en respuesta a un ataque al ADN. Esta observacion se confirmé mediante RT-PCR
de los genes regulados positivamente incluyendo BRCA2, BRCA1, DDB2, FANCE, LIG4, GADD45, PRMT6, RAD52
o XPA, entre otros. El aumento de la expresion de la apoptosis que se observé a las 48 horas sugirié que las células
que no pueden reparar el ADN se sometieron a la muerte celular, y este efecto se reforzé cuando se administré la
Formula (I11) en combinacién con quimioterapia.

A nivel global, la combinacién del inhibidor de quinasas de Férmula (lll) de la presente invencién con agentes
quimioterapéuticos seleccionados entre carboplatino, docetaxel y olaparib produjo un aumento en la apoptosis
secundario a una induccion de dafo en el ADN. Ademas, la Formula (lll) es sinérgica con los agentes
quimioterapéuticos seleccionados entre carboplatino, docetaxel y olaparib usados actualmente en el tratamiento del
TNBC, y se ha demostrado que dichas combinaciones sinérgicas son estables en soluciones de modelos in vivo,
haciendo asi que dichas combinaciones sinérgicas sean adecuadas para su uso en el ambito clinico y, por lo tanto,
aplicables a nivel industrial.

Listado de secuencias
<110> EntreChem S.L.

<120> Actividad antitumoral de inhibidores de multiples quinasas en el cancer de mama triple negativo

<130> EP-06844
<160> 20

<170> BiSSAP 1.3
<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador directo de GADPH para PCR

<400> 1
caatgacccc ttcattgacc 20

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de GADPH para PCR

<400> 2
gatctcgcetc ctggaagatg 20

<210> 3
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador directo de XPA para PCR

<400> 3
gcagccccaa agataattga 20

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de XPA para PCR

<400> 4
tggcaaatca aagtggttca 20

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de GADD45 para PCR

<400> 5
ggaggaagtg ctcagcaaag 20

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de GADD45 para PCR

<400> 6
tggatcaggg tgaagtggat 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de BRCA1 para PCR

<400> 7
actctggggc tctgtcttca 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de BRCA1 para PCR

<400> 8
ggtggtacat gcacagttgc 20

<210>9
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador directo de BRCA2 para PCR

<400> 9
ccaatgcctc gtaacaacct 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de BRCA2 para PCR

<400> 10
agctcttcac cctgcaaaaa 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de DDB2 para PCR

<400> 11
gtgaccacca ttcggctact 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de DDB2 para PCR

<400> 12
tcaaggacaa acccaccttc 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de FANCE para PCR

<400> 13
ggactcagtt ccaacccaaa 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de FANCE para PCR

<400> 14
gctagtccac tggcttctgg 20

<210> 15
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador directo de LIG4 para PCR

<400> 15
gtctgggcct ggattttgta 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de LIG4 para PCR

<400> 16
tgccccaaag atgaagaaag 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de PRMT6 para PCR

<400> 17
ctcttcatag cccccatcag 20

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador inverso de PRMT6 para PCR

<400> 18
aatccctgca caacgatctc 20

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador directo de RAD52 para PCR

<400> 19
agttttggga atgcattgg 19

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador inverso de RAD52 para PCR

<400> 2
tcggcagctg ttgtatcttg 20
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende

a) un compuesto de Formula (l11)

Me
HO

OH

Formula (1IN

y
b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre carboplatino, docetaxel y olaparib.

2. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el al menos un agente quimioterapéutico es
carboplatino.

3. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el al menos un agente quimioterapéutico es
docetaxel.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el al menos un agente quimioterapéutico es
olaparib.

5. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha composicion es una
composicion farmacéutica.

6. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su uso en la prevencion y/o el
tratamiento del cancer de mama en un paciente.

7. Un método de produccion de una composicion farmacéutica que comprende mezclar:

a) un compuesto de Férmula (l11)

Formula (111

y
b) al menos un agente quimioterapéutico seleccionado entre carboplatino, docetaxel y olaparib.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 8
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