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DESCRIPCION
Niclosamida para el tratamiento de la metastasis en el cancer
CAMPO DE LA INVENCION

La metéstasis del cancer se asocia a menudo con la activacion de la via de sefializacion de Wnt/beta-catenina y la
elevada expresion del gen inductor de la metastasis S100A4. Se ha demostrado recientemente, que el S100A4 esta
regulado transcripcionalmente por beta-catenina y que es importante para el cancer de col6n y metastasis. La
invencion se refiera a la niclosamida y sus derivados, que inhibe eficazmente la transcripcion del gen S100A4, que
tiene como resultado la inhibicién de la movilidad celular, invasién, metastasis y proliferacion de células cancerosas
humanas inducidas por S100A4.

Antecedentes de lainvencion

Durante las Ultimas décadas, la eficacia del tratamiento del cancer ha mejorado considerablemente. Sin embargo,
los parametros de resultados clinicos en particular la situacion metafisica, s6lo han cambiado moderadamente. Por
lo tanto, el desarrollo de nuevos enfoques para luchar contra el cancer es el mayor objetivo de los cientificos asi
como de las compafiias farmacéuticas.

El cancer colorrectal es uno de los tumores malignos mas frecuente con una incidencia al alza en los paises
occidentales. En Estados Unidos, esta enfermedad representa el 10% de todos los canceres, y actualmente es la
segunda o tercera causa de muerte relacionada con el cancer en hombres o mujeres, respectivamente (10% ambo
sexos combinados). En Europa, en el afio 2004, el cancer colorrectal era el segundo cancer mas comdn tanto en
términos de incidencia (376400 casos,13%) como mortalidad (203 700 muertes,12%). En Alemania, el cancer
colorrectal también se encontraba entre las 20 causas mas frecuentes de muerte relacionada con el cancer en el
afio 2003, con un 18% en hombres después del cancer de pulmén y con 11% en mujeres, después del cancer de
mama y de pulmén. El afio 2007, mas de 70 000 personas sufrieron cancer colorrectal en Alemania y 30 000
fallecieron a causa de esta enfermedad (http://www.aerztezeitung.de). Se calculd, que aproximadamente el 6% de la
poblaciéon alemana, que es igual a aproximadamente 5 millones de personas, padeceran cancer colorrectal en el
transcurso de su vida. Por consiguiente, son extremadamente deseables unos esfuerzos crecientes para el
entendimiento, la prevencion y la intervencién acerca esta enfermedad.

Actualmente, el cancer colorrectal y su metastasis se entienden como el resultado de cambios tempranos durante la
progresion tumoral que determinan la capacidad metastasica. Las anomalias genéticas que ocurren durante la
transformacion neoplasica son esenciales para que el cancer surja y la mayoria de las anormalidades tienen lugar
en etapas tempranas del proceso de la enfermedad pero ninguna de las anomalias es conocida por estar
especialmente asociada con la metéstasis. El «cambio de estado» (=metastasis), cuando el cancer se disemina de
sus sitios primarios a los sitios secundarios en el cuerpo es uno de los hitos del cancer. La diseminacion y el
crecimiento de lesiones satélite en otros drganos es responsable de mas del 90% de las muertes por neoplasia. Los
tumores primarios se pueden extraer por cirugia pero las lesiones ampliamente metastasicas son dificiles de
detectar y resulta dificil o imposible tratarlas con tratamientos adyuvantes. La metastasis es un proceso multi-etapa,
gue implica la pérdida de la adhesion celular, una motilidad aumentada de las células, la invasién de tejido
circundante, intravasacion de los vasos sanguineos o el sistema linfatico que entra en el sistema circulatorio,
extravasacion desde el sistema circulatorio, proliferacion en un nuevo sitio secundario, y construccion de un sistema
vascular para dar apoyo al crecimiento. La capacidad de un tumor para facilitar la metastasis se adquiere a través de
los cambios en la expresion de los genes y del entorno.

Se tiene un amplio conocimiento acerca de las moléculas que contribuyen al fenotipo metastasico, acerca de las
vias que controlan y acerca de los genes que regulan. El estadiaje molecular es un prerrequisito importante para
mejorar el diagnostico, pronoéstico y el tratamiento puesto que actualmente la prognosis del paciente todavia se
define principalmente por el estadiaje histopatoldgico, una descripcion estadistica de la extension anatémica de la
diseminacion del tumor en una muestra quirtrgica. Los determinantes moleculares de la progresion y metastasis del
cancer colorrectal representan tanto los marcadores de prondstico de la metastasis como las dianas para las
estrategias de intervencion que se centran en el objetivo principal de la prevencién de la metastasis.

El cancer colorrectal se asocia a menudo con la activacién de la via de sefializacion de Wnt/beta-catenina y la
elevada expresion del gen inductor de la metastasis S100A4. Ademas de su funcién en la adhesion célula-célula, la
beta-catenina es también un mediador importante en la via de sefializacion Wnt canodnica. Cuando no hay
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sefializacion Wnt, dos proteinas adaptadoras, el supresor de tumores APC y AXIN forman el denominado complejo
de destruccion con la beta-catenina que facilita la fosforilacién secuencial de la beta-catenina por CKl y GSK3- 3 en
el amino terminal. Las fosforilaciones reclutan el F box/WD proteina con repeticiones B-TrCP que contiene E3
ubiquitin ligasa, que marca la beta-catenina para la degradacion proteosomal. La via de sefializacion Wnt se activa
por unién del ligando Wnt al receptor transmembrana Frizzled, un receptor serpentina con dominio amino terminal
rico en cisteina. Entonces el complejo interacciona con la proteina transmembrana de paso Unico de la familia del
receptor LDL (LRP5/6). No esta claro como el complejo FRZ/LRP regula la actividad quinasa del complejo de
destruccion. Sin embargo, se sugiere que la actividad axina/GSK3-B es inhibida por un mecanismo que implica la
interaccion de la axina con LRP5/6 o la accion de la molécula Dishevelled que se une a la axina (DSH). La beta-
catenina no fosforilada se transloca al nicleo donde se une al extremo amino de la familia Tcf/Lef (factor de linfocitos
T/factor promotor linfoide) de las proteinas de unién a ADN y activa la transcripcion de los genes diana. Las
proteinas Tcf/Lef reprimen los genes diana en ausencia de la beta-catenina pero se transforman en activadores
transcripcionales cuando se han unido a la beta-catenina.

La relevancia de la via Wnt para las células cancerosas esta indicada por el elevado porcentaje de mutaciones que
se producen en los genes en la via Wnt. Por ejemplo, mas del 90% de los canceres colorrectales muestran unas
mutaciones que dan como resultado la activacion de la via Wnt. Estas mutaciones generalmente afectan a la
fosforilacion y estabilidad de la beta-catenina, dificultando su degradacion por la via de la ubiquitina. La beta-
catenina no fosforilada se acumula en el citoplasma, es transportada al nlcleo e interacciona con los factores de
transcripcion de la familia TCF para controlar los genes diana. La acumulacion nuclear de la beta-catenina se ha
asociado con las etapas tardias de la progresion tumoral y el desarrollo de metéstasis, y la presencia de beta-
catenina mutada se asocia con un crecimiento agresivo del tumor y un prondstico pobre.

Una de las mayores dianas que esta vinculada con la formacion de metéstasis es la proteina de union al calcio S100
A4 (S100A4), una proteina de 11kD, originariamente identificada como metastasina 1(MTS1).

S100A4 estd sobreexpresada en muchos tipos diferentes de cancer como el de vesicula biliar, vejiga, mama,
esotfago, géstrico, pancreético, hepatocelular, de pulmén de células no pequefias y especialmente el cancer
colorrectal. La expresion aumentada de la S100A4 esta fuertemente asociada con la agresividad de un tumor, su
capacidad para metastatizar y una supervivencia baja de los pacientes. Sin embargo, la proteina S100A4 por si
misma no es tumorigénica porque ratones transgénicos que sobreexpresan S100A4 no desarrollan tumores per se.
Pero, cuando los ratones transgénicos S100A4 se cruzan con ratones que muestran una formacion espontanea de
tumores, conduce a un crecimiento agresivo del tumor y a metastasis. Ademas, los ratones S100A4 nulo inoculados
con células de carcinoma de mama de raton altamente metastasico no muestran metastasis. Estas observaciones
sugieren que el S100A4 es esencial para el proceso de formacién de la metastasis.

S100A4 juega un papel principal en los procesos celulares como la migracion, la invasion, la adhesién, que forman
las bases para la formacién de la metastasis. Por ejemplo, S100A4 incrementa la motilidad celular mediante la
interaccion con proteinas del esqueleto, como la cadena pesada de la miosina no muscular Il (MYH9). Ademas,
S100A4 participa en la adhesion celular por interaccion con el receptor de proteina tirosina fosfatasa tipo F (PTPRF)
proteina interaccionante, proteina de union 1 (PPFIBP1; también conocida como liprina -1) y promueve la invasion
celular y la angiogénesis a través de la sobrerregulacion de la metalopeptidasa de la matriz (MMPs).

A pesar de la intensa investigacion que revela la multitud de papeles de S100A4, no se ha descrito ningun inhibidor
de la expresion de S100A4 y que este modo inhibe la metastasis mediada por S100A4.

RESUMEN DE LA INVENCION

A la luz de la técnica anterior el problema subyacente de la presente invencién es proporcionar un inhibidor de la
metéstasis del cancer.

Este problema se resuelve a través de las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Las formas de
realizacion preferidas de la presente invencién se proporcionan a través de las reivindicaciones dependientes.

Por consiguiente la invencién se refiere al uso de la niclosamida y sus derivados para la inhibicién y/o la reduccion
de la propagacion del cancer metastasico, especialmente la migracion y la invasion de células cancerosas.

Se llevo a cabo un cribado de alto rendimiento de 1280 pequefias moléculas para identificar los inhibidores de la

expresion del gen marcador dirigido por el promotor S100A4 con una actividad antimetastasica clinica potencial. Se
identificd una sustancia altamente efectiva -niclosamida- que un farmaco antihelmintico aprobado para el tratamiento
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de infecciones por tenia. Sorprendentemente, la niclosamida tiene un efecto fuerte sobre la expresion de la S100A4
por inhibicién de su transcripcién. Ademas, la niclosamida se puede usar para inhibir la migracién e invasion celular
inducida por S100A4 asi como la proliferacién celular y la formacion de colonias in vitro.

La migracion celular, especialmente la migracién celular dirigida, contribuye a crear patologias que incluyen
enfermedades vasculares, enfermedades inflamatorias cronicas y la formacion de tumores y metastasis. La
migracion es un proceso dinamico y ciclico en el que la célula extiende una protrusion en su parte delantera que
después se une al sustrato del que la célula esta migrando. Esto es seguido por una contraccién que mueve el
cuerpo celular hacia adelante en direccién a la protrusion y finalmente las uniones en la parte trasera de liberacion
mientras la célula contina moviéndose hacia delante. El ciclo se inicia mediante sefiales externas (moléculas
guimotacticas), que se detectan y se comunican en el interior celular mediante proteinas receptivas especializadas
en la membrana celular. En respuesta a estas sefiales, las células extienden protrusiones, mediante actina
polimerizable, buscando nuevo terreno y detectando la direccion desde la que estan recibiendo las sefiales. Una vez
que ya se ha establecido la direccion del movimiento, la maquinaria que permite el movimiento se ensambla en
relacion a la direccién de la migracién. Complejos adhesivos necesarios para la traccién se retnen en la parte
delantera de la protrusion, uniendo la protrusion al sustrato. Los filamentos de actomiosina se contraen en la parte
delantera de la célula y empujan el cuerpo celular hacia la protrusion. La liberacion de las conexiones adhesivas en
la parte trasera de la célula y la retraccion de la cola completan el ciclo. La instrumentacion de este complejo
proceso reside en muchas moléculas que sirven para distinguir entre la parte delantera y trasera de la célula y cuyas
acciones se cronometran cuidadosamente. Fue sorprendente observar que la adicion de niclosamida o sus
derivados a células migratorias o invasoras inhibe ambos procesos, especialmente si los procesos estdn provocados
por S100A4.

La niclosamida es un pesticida salicilanilido clorado que se usa principalmente contra organismos acuaticos
vertebrados y crustaceos. Es un antihelmintico eficaz para el tratamiento de la difilobotriasis y la himenolepiasis. Se
usa para el tratamiento de la tenia (de pescado, enana y de vacuno).

El antihelmintico es principalmente una sustancia quimica que se usa para expulsar o destruir la tenia en animales
domésticos.

Se ha demostrado que ninguno de los diversos derivados de la niclosamida han sido eficaces como la niclosamida.
La niclosamida o sus derivados se escogen de entre el grupo que comprende las férmulas:
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Sin embargo, se ha demostrado que algunos derivados de la niclosamida son eficaces para la migracion, invasion y
metastasis celular producida por S100A4. Los expertos en la técnica conocen varios procedimientos y técnicas
guimicas para modificar una sustancia quimica para generar un derivado de la invencion, que todavia comprende la
base quimica, como la adicion, la supresion o la sustitucion de un grupo o un grupo funcional. Niclosamida es
conocida también como 2',5-dicloro-4'-nitrosalicilanilida, 2-hidroxi-5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenyil)benzamida, 5-cloro-
2'-cloro-4"-nitrosalicilanilida, 5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)salicilamida, Bayluscid, 5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-
hidroxi Benzamida, Dichlosale, Cestocid o Devermine.

La niclosamida y sus derivados se pueden aplicar en células cancerigenas in vitro o in vivo para inhibir la migracion,
invasion y metastasis celular producida por S100A4. Los canceres se clasifican preferentemente por el tipo de
células a las que el tumor se parece y, por consiguiente, sospechosas de ser el origen del tumor. Estos tipos
incluyen:

e Carcinoma: Cancer producido por células epiteliales. Este grupo presenta muchos de los canceres mas

comunes, incluyendo los de mama, préstata, pulmén y colon.
e Sarcoma: Céancer producido por tejido conector o células mesenquimales.
e Linfomay leucemia: Cancer producido por células hematopoyéticas.

e Tumor de células germinales: Cancer producido por células pluripotenciales. En adultos éstas se
encuentran frecuentemente en testiculos y ovarios.

e Blastoma: Un céancer derivado de un precursor «inmaduro» o tejido embrionario.

En una forma de realizacion preferida, el cancer se escoge de entre el grupo comprendido en cancer de mama,
cancer de colon, carcinoma de ovarios, osteosarcoma, cancer cervical, cancer de prostata, cancer de pulmon,
carcinoma sinovial, melanoma de piel, cancer de pancreas u otro cancer que todavia esté por determinar en el que
los niveles de S100A4 son elevados, sobre-regulados, mutados o alterados en su fisiologia en comparacién con las
células no oncogénicas. El cancer se puede escoger de entre los canceres relacionados con S100A4. El cancer
puede estar provocado por productos quimicos, infecciones, radiacion, anomalias genéticas, traumatismos fisicos y
agentes fisicos. Fue sorprendente observar que al niclosamida es muy eficaz para inhibir la migracion, invasion y
metastasis de varios canceres en los que la S100A4 esta preferentemente sobreexpresada. A la luz de la invencion,
la sobreexpresion se refiere especialmente a un exceso de la expresion de un gen que produce un exceso de su
efecto o de su producto, en el que el producto se refiere preferentemente a proteinas o ARN.

La niclosamida inhibe eficazmente la expresion de S100A4, lo que afecta a la transcripcién del gen S100A4 o a la
traduccion del ARNm en proteina. Es preferible que la niclosamida o sus derivados module el complejo TCF/proteina
beta-catenina en la célula cancerosa. El gen S100A4 es preferiblemente una diana de la via Wnt y su expresion se
activa mediante factores de transcripcion, preferentemente el complejo de transcripcion TCF/beta-catenina.

La modulacion del complejo de transcripcion preferido TCF/beta-catenina tiene como resultado una parada o
inhibicion de la transcripcion del gen S100A4.

La invencién ademas se refiere a un procedimiento para el tratamiento de un céancer tumoral que comprende la
administracion a sujeto que lo necesite o una cantidad eficaz de niclosamida o un derivado suyo.

En una forma de realizacion preferida, el sujeto es preferentemente una persona. Es preferible que la administracion
de niclosamida o su derivado inhiba o reduzca la expresion de S100A4, preferentemente modulando un complejo de
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proteinas que comprende los factores de transcripcion de TCF y beta-catenina.

En una forma de realizacién preferida, la expresion de S100A4 y la propagacion de células cancerigenas
metastasicas se reduce o se inhibe incluso mas mediante moléculas de acidos nucleicos, preferentemente a través
de acidos nucleicos con complementariedad al ARNm o a componentes de la via Wnt. Los procedimientos para la
inhibicion, bloqueo, supresidn, activacién o sobreexpresién de un gen son conocidos por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, el bloqueo o supresién de la expresion de un gen se podria realizar mediante un anticuerpo cuya diana
sea la proteina traducida, modificacion genética de la célula, como deleciones u otras mutaciones diana, o el uso de
un ARN anti-sentido, como ARNsi 0 ARNmi, para silenciar la proteina antes de su traduccién a ARNm. Sin embargo,
también seria preferible activar o sobreexpresar un componente de la via Wnt. La activacion de la sobreexpresion se
podria conseguir a través de la administracién una proteina activa a la célula o mediante la sobreexpresién la
proteina en particular en un vector expresion o mediante la transformacion cualquier otro &cido nucleico exégeno
gue codifica para la proteina que debe aumentar.

La invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende niclosamida o un derivado suyo
para la inhibicion y/o reduccion de la propagacion de metastasis cancerigena.

En una forma de realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende por lo menos una niclosamida o un
derivado suyo con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que dicha composicién es una capsula, una
pildora o una pildora recubierta, un supositorio, una pomada, una crema, una solucién de inyeccién y/o una solucién
de infusion.

Es preferible en las células cancerosas que la niclosamida inhiba la formacion del complejo TCF/beta-catenina
(CTNNBL1) y de este modo interrumpa la transcripcion del gen diana.

En otra forma de realizacion preferida, la composiciébn farmacéutica usada comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable que se selecciona de entre el grupo que consiste en agentes de carga, disgregantes,
aglutinantes, humectantes, agentes de expansién, retardantes de la disolucion, potenciadores de la absorcion,
agentes tensioactivos, adsorbentes y/o lubricantes. Como resultado, la composicion farmacéutica se puede ajustar a
las necesidades especificas de varios tipos de cancer.

En otra forma de realizacion preferida, el uso de la composicién farmacéutica descrita anteriormente comprende
niclosamida o derivados suyos y uno o mas farmacos quimioterapéuticos. Los farmacos quimioterapéuticos se
pueden dividir en agentes alquilantes, antimetabolitos, antraciclinas, alcaloides de plantas, inhibidores de la
topoisomerasa y otros agentes antitumorales. Todos estos farmacos afectan de alguna forma a la division celular o a
la sintesis y funcion del ADN.

Ventajas como el bajo coste, la eficacia clinica y la baja influencia de efectos adversos son evidentes en otra forma
de realizacion preferida de niclosamida o derivados suyos, incluyendo el procedimiento para el tratamiento de
cancer, preferentemente metastasis del cancer en un mamifero que comprende la administracion de una cantidad
farmacéuticamente eficaz de la composicion al mamifero que necesite dicho tratamiento. Es preferible que el
mamifero sea una persona.

En una forma de realizacién preferida, se pueden alcanzar eficazmente todas las zonas potenciales de metastasicas
cancerigenas ya que el procedimiento descrito anteriormente comprende una via de administracién de la
composicion farmacéutica que se selecciona de entre el grupo consistente en administracion oral parenteral,
intravenosa, intrarterial, pulmonar, mucosal, tépica, transdérmica, subcutdnea, intramuscular, rectal, intracraneal,
intracerebroventricular, intracerebral, intravaginal, intrauterina, intratecal o intraperitoneal.

Una forma de realizacion especialmente preferida comprende el procedimiento descrito anteriormente, en el que la
via de administracion del compuesto se selecciona de entre una administracion oral y parenteral. Esta forma de
realizacién permite el tratamiento eficaz de la metastasis mediante la aplicacion de diferentes formas de liberacién
del compuesto. Las infecciones subcutaneas, por ejemplo, se pueden alcanzar inmediatamente a través de la
corriente sanguinea mediante una aplicacion intravenosa o, minimamente invasiva, mediante la aplicacién oral o a
través de los fluidos intersticiales mediante inyeccion subcutanea. Conjuntamente, estos diferentes procedimientos
para la aplicacion ofrecen la posibilidad de antagonizar cualquier metastasis a través de la via de liberacion 6ptima
del compuesto.

La invencion también se refiere a la niclosamida o derivados suyos para el tratamiento de metastasis cancerigenas.
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En una forma de realizacion preferida la invencién se refiere al tratamiento de un grupo de pacientes que se
identifican por un aumento de la expresion de S100A4, preferentemente en los que las células cancerigenas
muestran un aumento de la expresion de S100A4. La expresion de S100A4 se puede determinar usando cualquier
procedimiento conocido en la técnica, como RT-PCR para analisis del aumento de la expresion de la transcripcion
de S100A4 o procedimientos con base inmunolégica como western blot o ELISA para la detecciéon de un aumento de
la expresioén de la proteina S100A4 o cualquier otra herramienta de diagndéstico que pueda proporcionar mediciones
relativas de la expresion de S100A4 en comparacién con las células "normales” o "sanas" o "de bajo riesgo".

Por consiguiente, una forma de realizacién preferida se refiere a la niclosamida y derivados suyos para el tratamiento
de la prevencion de metastasis de células cancerigenas en un paciente o un grupo de pacientes identificados por el
aumento de la expresion de S100A4, en el que un fluido corporal y/o un tejido de un paciente que se debe identificar
se analiza para determinar los niveles de expresién de S100A4. Los fluidos corporales pueden incluir humor acuoso
y humor vitreo, bilis, sangre, suero sanguineo, plasma sanguineo, leche materna, fluido cerebroespinal, cerumen
(cera de los oidos), endolinfa y perilinfa, jugos gastricos, mucosidad (incluyendo drenaje nasal y flemas), fluido
peritoneal, fluido pleural, saliva, seborrea (aceite de la piel) sudor, lagrimas, secrecion vagina, vomitos y orina.

El tratamiento de este grupo particular de pacientes con niclosamida representa un novedoso uso médico de la
niclosamida que no se ha sugerido o dado a conocer en técnicas anteriores. El novedoso efecto de la niclosamida
en el que se basa la invencion representa un efecto técnico novedosos que permite el uso médico novedosos de la
niclosamida. La identificacion del mecanismo de funcionamiento de la niclosamida en relacion a la inhibicion de la
expresion de S100A4 permite el tratamiento con niclosamida que tiene un efecto directo en la expresién del gen
S100A4. La conexion directa entre la expresion de S100A4 y el tratamiento con niclosamida no se ha propuesto o
sugerido con anterioridad en técnicas anteriores. El conocimiento del efecto directo de la niclosamida en la expresion
de S100A4 permite pautas de dosificacion que se ajustan con precision a las necesidades del paciente, permitiendo
de este modo la administracion directamente a las zonas del cuerpo afectadas en cantidades que presentan un
efecto relevante sin provocar efectos secundarios no deseados. Este tratamiento se puede realizar, por ejemplo,
mediante el tratamiento directo del cancer colorrectal en sujetos con cancer de colon proporcionando de este modo
una prevencioén eficaz de metéstasis. La aplicacion oral también es preferible debido a la baja toxicidad después de
una administracién sistémica.

La expresion de S100A4 en tumores en pacientes con cancer de colon demostr6 ser prondstica para el desarrollo de
la metastasis. Ademas, recientemente se ha demostrado en el estado de la técnica que la determinacion cuantitativa
de transcripcion de S100A4 en plasma en pacientes con céancer de colon es un prondstico y diagnéstico para
canceres en fase temprana y la definicién de pacientes en alto riesgo de metastasis provocadas por S100A4. La
niclosamida, sin embargo, es un novedoso inhibidor de la interaccion de TCF/beta-catenina (CTNNB1) que afecta a
la metéstasis provocada por S100A4 que no se habia propuesto anteriormente en combinacién con S100A4.

La aplicacion médica de la niclosamida para prevenir y/o reducir la expresion de S100A4 y, por consiguiente,
prevenir la metastasis representa una combinacién novedosa entre la indicacion médica (prevencion de metastasis)
y el producto (niclosamida) unido a un efecto técnico novedoso (prevencion y/o inhibicion de la expresion de
S100A4) que es impredecible a la luz de usos conocidos de la niclosamida y la funcion previamente conocida de
S100A4. Este efecto técnico novedoso también conlleva beneficios inesperados, como un aumento de la
superveniencia de pacientes tratados con las sustancias de la presente invencion, ademas de niveles de S100A4
bajos incluso mucho tiempo después (semanas) de que el tratamiento haya finalizado. No se esperaba que el
tratamiento con niclosamida a través de la inhibicion directa de la expresién de S100A4 proporcionara mas
prevencion de la metastasis y de la migracién de células cancerigenas.

La invencién también se refiere a la niclosamida y derivados suyos para el tratamiento de metastasis cancerigena,
incluyendo la inhibicion y/o reduccién de metastasis ya existentes y/o la prevencion de la formacién de metastasis
cancerigenas. En una forma de realizacion preferida, la niclosamida o un derivado suyo segun la invencion se puede
aplicar en dosis terapéuticamente eficaces a un paciente con riesgo de metastasis, por ejemplo, un paciente que ya
esté bajo tratamiento de cualquier enfermedad relacionada con el cancer en las que puede surgir una metastasis.

Descripcion detallada de la invencion
La invencion describe la identificacion de inhibidores de moléculas pequefias (niclosamida y derivados suyos), que
reduce significativamente la expresion de S100A4, especialmente en células de carcinoma colorrectal y

especificamente interfieren con la migracion e invasion celular provocada por S100A4.

Se presenta un cribado de alto rendimiento que identifica la molécula pequefia antihelmintica niclosamida como un
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inhibidor de transcripcion de la expresion de S100A4 que forman la base de esta accidn antimetastatica novedosa.
Se ha demostrado que, especialmente las células del cancer de colon, la niclosamida inhibe la sefial de la via
WNT/beta-catenina (CTNNBL1). Por consiguiente, bloqued la expresion de S100A4 de una forma dependiente de la
concentracion y del tiempo. Ademas, la niclosamida impide la migracién e invasion celular inducida por S100A4 asi
como la proliferacion celular y la formacion de colonias in vitro. Consistentemente, los ratones que presentan un
xenotransplante de cancer de colon presentaron una reduccion clara de los niveles de expresion de S100A4 dentro
del tejido tumoral cuando los ratones son tratados con niclosamida o sus derivados. Ademas el tratamiento con
niclosamida, incluso cuando se interrumpe después de 24 dias da como resultado menos metastasis hepaticas y
mas pequefias en los ratones xenotransplantados.

El cribado de alto rendimiento tiene como objetivo la identificacion de inhibidores de la transcripcién de S100A4.
Para esto, se usaron las células HCT116-S100A4p-LUC como modelo de cancer de colon humano, puesto que
estas células presentan una via de sefializacion WNT constitutivamente activa debido a una mutacion monoalélica
deCTNNBL. De este modo, estas células muestran una actividad del promotor S100A4 endégenamente elevada que
permite una expresion constante del gen marcador. El cribado de 1280 compuestos de la biblioteca LOPAC
identificé la niclosamida como el inhibidor mas prometedor de la expresion de S100A4 para las pruebas in vivo.

La niclosamida es un farmaco antihelmintico que puede ser dividido hidréliticamente por las células del tracto
gastrointestinal. EI metabolismo de la niclosamida por las células tumorales podria explicar que la inhibicion de la
expresion de la S100A4 fue interrumpida incluso por pequefios cambios en la estructura de la niclosamida. La
variacion en la solubilidad acuosa puede ser un factor adicional subyacente a este resultado inicial de la estructura-
actividad.

El efecto decreciente de S100A4 con una sola dosis de niclosamida se limitd a un marco temporal de 24 horas. Sin
embargo, este marco de tiempo se podria prolongar mediante la aplicacién de dosis diarias de niclosamida para
conseguir una reduccion constante de la expresion de S100A4 in vitro e in vivo. Una vez se haya conseguido este
nivel, la supresion de S100A4 inducida por la niclosamida junto con la inhibicion de la motilidad y la proliferacién
celular se mantienen estables incluso después de que se haya interrumpido el tratamiento con niclosamida.

La inhibicion de la expresion de S100A4 por experimentos de ARNhc o la sobreexpresién de los inhibidores
enddgenos tales como fosfolipasa PLA2G2A o interferén-y (IFN-y) tiene como resultado una motilidad celular e
invasividad reducidas. De acuerdo con este resultado, el tratamiento con niclosamida, de por ejemplo, las células de
cancer de colon, conduce a una migracion celular asi como invasion reducidas. El efecto inhibidor de la niclosamida
sobre la motilidad celular puede ser superado por la sobreexpresion ectopica de la S100A4. Estas observaciones
enfatizan de nuevo el papel central de la S100A4 sobre la motilidad celular que lleva a la metéstasis del cancer de
colon.

Se habia observado previamente en experimentos de ARNi que la depresién de los niveles de S100A4 dio como
resultados la parada de la fase G2/M de las células cancerosas pancreaticas y tasas de proliferacion reprimidas en
las células de céancer géstrico. Se habia demostrado que el tratamiento con niclosamida tuvo como resultado una
reduccion de la expresion de S100A4 y simultaneamente una reduccion de la proliferacion celular. Sin embargo,
estos efectos parecen ser independientes puesto que la sobreexpresion de S100A4 no puede superar el efecto
antiproliferativo de la niclosamida.

La mutacién de la via WNT es una etapa fundamental para el desarrollo de cancer de colon que conduce a una
actividad constitutiva de la via y la expresion del gen diana. La actividad de la via WNT juega un papel central en la
homeostasis del colon. La interferencia con esta via por lo tanto conlleva el riesgo de unos efectos adversos no
deseados. La niclosamida como farmaco aprobado por la Administracién de medicamentos y alimentos (FDA, del
inglés Food and Drug Administration) se usa en la clinica para el tratamiento de la helmintiasis donde ha probado
gue sélo tiene unos efectos adversos leves en humanos cuando se toma por via oral. En los modelos de ratones con
xenotransplante se encontré que las concentraciones no téxicas fueron eficaces en la reduccién del nivel de
expresion de la S100A4 dentro del tejido tumoral y la reduccion sustancial de metastasis hepatica. De forma
interesante, la accion inhibidora in vivo del tratamiento interrumpid con niclosamida fue casi tan fuerte como en los
ratones que tratados de forma continua con niclosamida. A pesar de la interrupcion del tratamiento con niclosamida,
la expresion de S100A4 en los tumores de bazo asi como la formacion de metastasis hepaticas fue inhibida durante
26 dias después de la finalizacion del tratamiento. Ademas, el tratamiento interrumpido con niclosamida todavia tuvo
un efecto importante en la prolongacion de la supervivencia global.

El término «acidos nucleicos" se refiere una molécula de acido nucleico ADN o ARN, ya sea de hebra sencilla o de
doble hebra, como es entendido habitualmente por un experto en la técnica. Los acidos nucleicos preferidos de la
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presente invencidn se refieren a los vectores de expresion de ADN, plasmidos, moléculas de ARN.

El término «acidos nucleicos exdgenos» se refiere a los acidos nucleicos que no se han originado a partir de la
célula que se ha transformado. La secuencia de acido nucleico puede estar contenida dentro del genoma del
organismo en que se transforma la molécula de &acido nucleico. Sin embargo, la molécula de acido nucleico por si
misma se debe transformar en el interior de las células dianas, originando de este modo desde una fuente externa.
Dichos acidos nucleicos exdgenos pueden ser de naturaleza sintética, puede ser producidos de forma recombinante
o ser purificados o extraidos a partir de otros organismos o células madre desde cualquier otra fuente externa a la
célula que se va a transformar. En la presente invencion, la naturaleza exégena no necesariamente se refiere a la
secuencia de la molécula nucleica pero si a su origen. La molécula que entonces es codificada por el acido nucleico
puede por consiguiente ser una proteina o un péptido también codificado por el genoma de la célula receptora.

La introduccién de &acidos nucleicos exdgenos se puede llevar a cabo mediante transfeccién, transduccion,
transformacion o cualquier otro proceso de modificacion o transformacion genética. Puede tener lugar naturalmente,
como ocurre cuando un virus infecta unas células o bien artificialmente. Los métodos de transfeccion artificial
incluyen pero no se limitan a los métodos quimicos que incluyen la precipitacion de fosfato calcico, DEAE -
formacion de complejo con dextrano y la transferencia de ADN mediada por lipidos, métodos fisicos que incluyen
electroporacion, microinyeccién y suministro de particulas biolisticas (cafion de genes) y el uso de virus
recombinados manipulados en el laboratorio como vectores.

El término "transformacion” se refiere a llevar unos &cidos nucleicos exdégenos en el interior de la célula a través o
bien métodos naturales o quimicos.

El término "derivado” se refiere a cualquier cambio en un compuesto base definido en la presente solicitud. El
término «derivado» se usa para describir un compuesto que puede ser un agente eficaz por si mismo/por su propio
derecho o en la forma derivada. Los derivados preferidos son los que se proporcionan en la Figura 5A. Una
derivacién adicional en cada uno de los residuos modificados es conocida por un experto en la técnica y por lo tanto
otros derivados estan incluidos en la presente invencién. Por ejemplo, halégenos adicionales en varias posiciones
ocupadas por Cl son derivados obvios que estan incluidos en el alcance de la presente invencion.

Tal como se usa en la presente memoria "composicion farmacéutica” significa una composicién que comprende
niclosamida o su derivado de modo que la composicién se puede usar de forma segura y eficazmente como
productos para obtener o conseguir un resultado deseado. El término «composicién farmacéutica» tal como se usa
en la presente memoria significa composiciones que resultan de la combinacion de componentes individuales que
ellos mismos son farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, cuando se prevé la administracion intravenosa, los
componentes son adecuados 0 aceptables (tanto en calidad como en cantidad) para la administracion intravenosa.
La niclosamida o sus derivados se pueden administrar a mamiferos, especialmente a humanos, usando varias vias
de administracion, como intravenosa, subcutdnea o intramuscular. La dosis administrada debe ser considerada por
la persona experta en la técnica de modo que sea terapéuticamente eficaz como terapia para tratar o evitar los
sintomas de cancer, principalmente la metastasis.

La descripcion presentada en esta memoria va dirigida a una composicion farmacéutica que puede ser administrada
a través de varias vias que incluyen la via oral, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intramuscular o
directamente en o sobre el individuo afectado. Cuando la composicién farmacéutica se suministra mediante una
inyeccion, la inyeccidn de niclosamida o su derivado puede ser mediante una inyeccion Unica o varias inyecciones
dentro o fuera del cuerpo y la(s) inyeccidn/inyecciones se puede dar en un solo dia o durante varios dias. La dosis
diaria se administra a un sujeto de forma que la cantidad diaria de niclosamida suministrada a un sujeto a partir de la
composicion farmacéutica sea aproximadamente la que es terapéuticamente eficaz para el tratamiento de los
sintomas asociados al cancer, especialmente la metastasis. Ademas, la composicion farmacéutica puede incluir
opcionalmente unos componentes adicionales como sales, estabilizantes y antimicrobianos sin alejarse de la
esencia y el alcance de la invencion reivindicada. La composicion farmacéutica de la presente invencién contiene
niclosamida o sus derivados y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La cantidad y la naturaleza de la niclosamida o sus derivados que se van a incorporar en la composicién puede
variar en funcién del efecto terapéutico deseado y del periodo de tiempo durante el cual la composicion proporciona
un efecto terapéutico. La cantidad de niclosamida o sus derivados en la composicion farmacéutica es la que
suministrara una cantidad terapéuticamente eficaz para el tratamiento de los sintomas asociados al céancer,
especialmente la metastasis. Evidentemente, la concentracion y el caracter de la niclosamida o sus derivados que se
va a incluir en la composicién farmacéutica variara en funciéon de los componentes usados en la composicion
farmacéutica, la via por la que se administra, los sintomas y detalles del cancer que requiere tratamiento asi como

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2647072 T3

otros factores conocidos para los expertos en la técnica.

El uso de los términos "paciente" o "persona" se puede intercambiar en la presente memoria, y se refieren a
mamiferos, que incluyen pero no se limitan a primates incluido simios y humanos.

Tal como se usan, los términos "tratamiento”, "tratar" y similares se refieren al hecho de obtener un efecto
farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevencion completa o parcial
de una metastasis cancerigena y/o puede ser terapéutica en términos de una curacién parcial o completa para la
metdastasis cancerigena y/o efectos adversos atribuibles a la enfermedad. "Tratamiento" tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a una enfermedad en un mamifero, particularmente en una persona, e incluye: (a) la
prevencion de que la enfermedad aparezca en un sujeto que padece cancer; (b) la inhibicién de la enfermedad, es
decir, la detencion de su desarrollo y metéstasis; y (c) mitigar la enfermedad, es decir, provocar una regresion de la
enfermedad.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento” se define ademas como la aplicaciéon o
administraciéon de uno o mas compuestos 0 composiciones farmacéuticas de la presente invencion que incluyen
niclosamida en un sujeto, en el que el sujeto padece cancer como se ha indicado anteriormente en el presente
documento, sintomas asociados con el cancer, en el que el propésito es la curacién, alivio, mitigacién, alteracion,
remedio, mejora o afectar al cancer, preferentemente metastasis cancerigena.

Sin embargo, los tratamientos "terapéutico" y "profilactico" se deben considerar en un contexto mas amplio. El
término "terapéutico” no implica necesariamente que un sujeto sea tratado hasta su completa recuperacion.
Similarmente, "profilactico” no significa necesariamente que el sujeto no desarrolle en algin momento sintomas que
estan asociados a la metastasis cancerigena.

Por consiguiente, el tratamiento terapéutico y profilactico incluye una mejora de los sintomas de una enfermedad en
particular o una prevencion o si no una reduccion del riesgo a desarrollar una enfermedad en particular. El término
"profilactico" se puede considerar como una reduccion de la gravedad o de la aparicion de una enfermedad en
particular, preferentemente metastasis. "Terapéutico" también puede reducir la gravedad de una enfermedad
existente.

Los términos aplicacion y administracion se utilizan como sinénimos en el presente documento y se refieren al uso
de una composicion o compuesto farmacéutico para tratar a un paciente.

El término "dosis eficaz" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la cantidad de un ingrediente
activo suficientemente elevada como para (a) prevenir que la enfermedad aparezca en un sujeto que puede padecer
céancer; (b) inhibir la enfermedad, es decir, parar su metastasis; y (c) mitigar la enfermedad, es decir, provocar la
regresion de la metastasis, pero lo suficientemente baja para evitar efectos secundarios graves. Una cantidad
segura y eficaz de un ingrediente activo puede variar con la formulacion galénica especifica, la composicion
farmacéutica y otros factores similares.

Tal como se utiliza en el presente documento, "vehiculo" incluye todos y cada uno de los solventes, dispersores de
medio, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes de retraso isoténicos y
de absorcién, tampones, soluciones de vehiculos, suspensiones, coloides y similares. El uso de estos medios y
agentes en sustancias farmacéuticamente activos es conocido en la técnica. Excepto en el caso de que un medio o
agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, su uso en las composiciones terapéuticas esta
contemplado. También se pueden incorporar en las composiciones ingredientes activos suplementarios.

Vehiculos fisiolégicamente aceptables son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de vehiculos liquidos son las
soluciones acuosas estériles que no contienen materiales aditivos en los ingredientes activos y agua, o contienen un
tampon como fosfato de sodio con un valor fisiolégico de pH, solucién salina fisiolé6gica 0 ambos, como solucion
salina tamponada de fosfato. Ademas, los vehiculos acuosos pueden contener mas de una sal tamponada, asi como
sales como los cloruros de sodio y de potasio, dextrosa, propilenglicol, polietilenglicol y otras soluciones. Las
composiciones liquidas también pueden contener fases liquidas ademas de agua y excluyendo agua. Ejemplos de
dichas fases liquidas adicionales son glicerina, aceites vegetales como aceite de algodén, ésteres organicos y oleato
de etilo y emulsiones de agua-aceite. Una composicion farmacéutica contiene niclosamida o un derivado suyo en la
presente invencion.

La bioviabilidad oral de la niclosamida es preferentemente un 10%, por consiguiente el tratamiento por via oral en
mamiferos con una dosis de 50 mg/kg - 400 mg/kg, preferentemente 100 mg/kg - 350 mg/kg, mas preferentemente
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150 - 300 mg/kg de niclosamida es posible, la sustancia también se podria aplicar intraperitonealmente. De acuerdo
con los estudios de la OMS, los ratones alimentados cronicamente con 200 mg/kg no mostraron efectos adversos
durante un periodo total de dos afios de observaciéon. La conclusion, a partir de estos estudios, es que la
administracion de niclosamida durante un largo periodo de tiempo no presenta efectos adversos en animales sanos.
Esto representa un beneficio significativo en la aplicacion de niclosamida para el tratamiento y prevencion de la
metastasis, ya que se puede administrar en dosis relativamente altas sin efectos adversos.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen
reaccion alérgica inapropiada o similar cuando se administra a un paciente.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza en el presente documento significa cualquier
material o sustancia con la que el ingrediente activo (niclosamida o un derivado suyo) se formula para facilitar su
aplicacién o diseminacién al locus que se ha de tratar, por ejemplo, mediante la disolucién, dispersién o difusion de
dicha composicion y/o para facilitar su almacenamiento, transporte o manipulacion sin afectar a su eficacia. El
vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser un sélido, un liquido o un gas que se ha comprimido para formar
un liquido, es decir, las composiciones de la presente invencidon se pueden utilizar adecuadamente como
concentrados, emulsiones, soluciones, granulados, polvos, vaporizadores, aerosoles, suspensiones, pomadas,
cremas, pastillas, pildoras o pulverizadores.

El compuesto de la composicion farmacéutica que se da a conocer en el presente documento y que contiene el
ingrediente activo puede presentarse en una forma adecuada para el uso oral, por ejemplo, pildoras, trociscos,
pastillas, suspensiones acuosas 0 aceitosas, polvos o granulos dispersables, emulsiones, cdpsulas duras o blandas
o jarabes o elixires. Las composiciones destinadas para uso oral se pueden preparar de acuerdo con cualquier
procedimiento conocido en la técnica para la elaboracion de composiciones o compuestos farmacéuticos y dichas
composiciones pueden contener uno 0 mas agentes seleccionados de entre el grupo consistente en agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes preservantes para proporcionar preparaciones
farmacéuticamente eficaces y sabrosas. Las pildoras contienen el ingrediente activo en una mezcla con excipientes
farmacéuticamente aceptables no toxicos que son adecuados para la fabricacion de pildoras. Estos excipientes
pueden ser por ejemplo, diluyentes inertes, como carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato de calcio o fosfato
de sodio; agentes de granulacion y otros agentes desintegradores ademas de la niclosamida o derivados suyos, por
ejemplo, almidon de maiz o &cido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina o acacia y agentes
lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Las pildoras pueden no estar recubiertas o
pueden estar recubiertas mediante técnicas conocidas para retardar la desintegracion y absorcion en el tracto
gastrointestinal y proporcionar de este modo una accién sostenida durante un largo periodo de tiempo. Por ejemplo,
se puede utilizar un material retardador de tiempo como glicerol monoestearato o glicerol distearato. También
pueden estar recubiertas mediante las técnicas descritas en la U.S. Pat. Nos. 4.256.108;4.166.452; y4.265.874, para
formar pildoras terapéuticas osmoéticas para controlar la liberacion. Una composicion farmacéutica también puede
contener, o alternativamente contener, uno o mas farmacos que pueden estar unidos a un agente modular o pueden
estar libres en la composicion. Virtualmente se puede administrar cualquier farmaco en combinacién con la
niclosamida o derivados suyos dados a conocer en el presente documento y un agente de modulacion adicional, por
diversos motivos descritos a continuacion. Ejemplos de tipos de farmacos que se pueden administrar con
niclosamida o derivados suyos y un agente de modulacién incluye analgésicos, anestésicos, antianginales,
antifingicos, antibidticos, farmacos anticancerigenos (por ejemplo, taxol o mitomicina C), antiinflamatorios (por
ejemplo, ibuprofeno e indometacina), anthelminticos, antidepresivos, antidotos, antieméticos, antihistaminicos,
antihipertensivos, antimalaria, agentes antimicrotibulos (por ejemplo, colchicina o alcaloides de la Vinca), agentes
antimigrafia, antimicrobiales, antipsicéticos, antipiréticos, antisépticos, agentes antisefiales (por ejemplo, inhibidores
de la proteina quinasa C o inhibidores de la movilizacion intracelular de calcio, antitusivos, antivirales, supresores del
apetito, farmacos cardioactivos, farmacos de dependencia quimica, catarticos, agentes quimioterapéuticos,
vasodilatadores coronarios, cerebrales o periféricos, agentes anticonceptivos, sedantes, diuréticos, expectorantes,
factores de crecimiento, agentes hormonales, hipnéticos, agentes inmunodepresivos, antagonistas narcoticos,
parasimpatomiméticos, calmantes, estimulantes, simpatomiméticos, toxinas (por ejemplo, toxina de la cdlera)
tranquilizantes y antiinfecciosos urinarios.

Las formulaciones o composiciones para uso oral también se pueden presentar como capsulas de gelatina dura en
las que el ingrediente activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo carbonato de calcio, fosfato de
calcio o caolina, o como capsulas de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio
de aceite, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva. Las suspensiones acuosas contienen
los materiales activos mezclados con excipientes adecuados para la elaboracién de suspensiones acuosas. Dichos
excipientes son agentes de suspension, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa,
hidroximetilcelulosa, goma tragacanto y goma acacia; agentes de dispersion o humectantes pueden ser una
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fosfatida natural, por ejemplo lecitina o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por
ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacion del 6xido de etileno con alcoholes de cadena
alifatica larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion del 6xido de etileno con esteres
parciales derivados de acidos grasos y un hexitol como polioxietileno con esteres parciales derivados de acidos
grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de polioxietileno de sorbitano. Las suspensiones acuosas
también pueden contener uno 0 mas preservantes, por ejemplo etilo, o n-propilo, p-hidroxibenzoato, uno o mas
agentes colorantes, uno 0 mas agentes aromatizantes y uno o mas agentes edulcorantes, como sacarosa 0
sacarina.

Las suspensiones aceitosas se pueden formular mediante la suspension del ingrediente activo en un aceite vegetal,
por ejemplo aceite de arachis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0o en un aceite mineral como
parafina liquida. Las suspensiones aceitosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo, cera de abeja,
parafina dura o alcohol cetilico. Agentes edulcorantes como los descritos anteriormente y agentes aromatizantes se
pueden afiadir para proporcionar una preparacion oral sabrosa. Estas composiciones se pueden preservar mediante
la adicion de un antioxidante como &cido ascorbico.

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacién de una suspension acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan el ingrediente activo en una mezcla con un agente de dispersién o humectante, agente de
suspension y uno o mas preservantes. Ejemplos de agentes dispersores o humectantes y agentes de suspension
adecuados, por ejemplo, agentes edulcorantes, aromatizantes y colorantes también pueden estar presentes.

Los términos "compuesto activo” o "ingrediente activo" hacen referencia en la presente invencion especialmente a
niclosamida o derivados suyos.

La preparacion de un compuesto activo que contiene una proteina como ingrediente activo es conocida en la
técnica. Normalmente, dichos compuestos se preparan como inyectables, tanto como soluciones liquidas o
suspensiones; también se pueden preparar formas sdlidas adecuadas para la solucién en, o suspension en, liquido
antes de la inyeccién. La preparacion también se puede emulsionar.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" es preferentemente una cantidad suficiente para inhibir, parcial o
completamente, la metéstasis de un cancer.

Aunque la invencién se ha descrito en relacién a las formas de realizacion y ejemplos especificos, se deberia tener
en cuenta que otras formas de realizacion que utilicen el concepto de la presente invencion son posibles sin alejarse
del alcance de la invencién. La presente invencion se define por los elementos de las reivindicaciones y todas y cada
una de las modificaciones, variaciones o0 equivalentes que se enmarcan dentro del espiritu y el alcance de los
principios en los que se basa.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Cribado de alto rendimiento para los inhibidores de S100A4

Unas células de cancer de colon que expresan de forma estable un constructo del gen marcador de la luciferasa
dirigido por un promotor humano de S100A4, HCT116-S100A4p-LUC se cribaron con la biblioteca de compuestos
farmacoldgicamente activos (LOPAC; Figura 1, A). La biblioteca LOPAC representan una coleccién de 1280
inhibidores bien caracterizados de células pequefias. En un cribado primario de 4-concentraciones, se encontré que
34 compuestos inhiben la expresion de la luciferasa dirigida por el promotor de S100A4 en méas del 50% en
comparacion con las células control tratadas con DMSO (Figura 1B). En paralelo, se determiné la viabilidad celular
usando un ensayo por el método de azul de Alamar para evaluar si algunos de los efectos inhibidores eran causados
por una citotoxicidad (datos no mostrados). De los 34 compuestos efectivos, 11 compuestos inhibieron mas
eficazmente la expresion del gen indicador a unas concentraciones que no fueron toxicas o afectaron solo
ligeramente la viabilidad celular. Para confirmar la capacidad inhibidora de los compuestos seleccionados y para
establecer mas precisamente las curvas de concentracion-repuesta, estos 11 compuestos se titularon usando un
cribado de nuevo de 20-concentraciones con pocillos por triplicado de diluciones dobles con la mayor concentracion
de ensayo de 100 pM. Los ensayos de concentracidn-respuesta confirmaron que la niclosamida (2',5-dicloro-4'-
nitrosalicilanilida) fue el candidato mas fuerte con respecto a la inhibicion de la expresion del gen indicador (Figura
1,0).

Ejemplo 2: Efecto de la niclosamida sobre el ARNm y la expresion de la proteina S100A4
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Para determinar la concentracion aplicable de niclosamida, se analizé la citotoxicidad de la niclosamida sobre las
células HCT116. La exposicion de las células HCT116 a concentraciones crecientes de niclosamida redujo la
viabilidad celular de un modo dependiente de concentracion (CE50 = 2,2 uM; 95% IC1,87a 2,92 uM) (Figura 2, A).
Seleccionando un intervalo de concentracion desde 0,1uM a 2,5 pM de niclosamida, se analizd la expresion de
S100A4 endoégena en las células HCT116 y se encontr6 que ARNm de S100A4 y los niveles de proteina se
redujeron de un modo dependiente de concentracién (Figura 2, B). Las concentraciones superiores a 0,5 uM de
niclosamida redujeron la cantidad de ARNm de S100A4 enddgeno a menos del 50% de los controles tratados con
solvente (control vs niclosamida, 1 UM media 47,4%, IC 95%, 39,3% a 55,4%; P &lt; .01, 1,5 uM media 39,2%, IC
95% 11,4% a 89,7%; P&lt; .01, 2 uM media 39,1,IC 95% 18,3% a 59,9%, P &lt; .01,2,5 pM media 36,7%, Cl 95%
18,6% a 54,8%; P &lt; .001). Se observaron efectos similares a nivel de la proteina S100A4. No se pudo detectar
ningun cambio de expresion de S100A4 con concentraciones inferiores alpM de niclosamida. Con respecto a la
concentracién optima que mostré una citotoxicidad minima y una inhibicion méxima de la expresion de S100A4, se
uso niclosamida 1uM en otros experimentos.

Después se analiz6 la dependencia del tiempo de la reduccion mediada por niclosamida de la expresion de S100A4.
Después de una sola dosis de niclosamida los niveles de ARNm y la proteina S100A4 en las células HCT116 se
redujeron a menos del 50% después de 18 horas y 24 horas, respectivamente (control vs niclosamida, 18 horas
media 47,5%, IC 95% 43,9% a 51,1%; P &lt; .001; 24 horas media 47,4%, IC 95% 39,4% a 55,4%, P&gt;.001),pero
volvié al nivel control después de 30-48 horas (Figura 2, C). Cuando las células HCT116 son tratadas diariamente
con niclosamida al 1 pM, se observé una reduccion constante del ARNm de S100A4 y los niveles de proteinas a
aproximadamente el 50% de las células control tratadas con solvente (control vs niclosamida, 24 horas media
46,0%, IC 95% 38,7% a 53,3%, P &lt; .001; 48 horas media 44,5%, IC 95% 32,2% a 56,8%, P &lt; .001; 72 horas
media 59,5%, IC 95% 50% a 69,2%, P &lt; .001) (Figura 2, D).

De forma similar a las células HCT116 de tipo natural, la exposicion de las células HCT116-vector a niclosamida
también mostraron aproximadamente el 50% de inhibicion de la expresion de S100A4 comparado con las células
control tratadas con solvente (HCT116-vector control vs niclosamida, media 100% vs 57,8%, diferencia media
42,0%, IC 95% 31,9% a 52,1%, P < .0001) (Figura 2, E). En las células HCT116-S100A4, el nivel de ARNm de
S100A4 fue 6 veces superior que las células HCT116-vector porque la expresién ectdpica del constructo de ADNc
de S100A4 dirigido por el promotor de CMV. Por consiguiente, la expresion de la proteina S100A4 aumento en las
células HCT116-S100A4. Al contrario de las células HCT116-vector, la exposicion de HCT116-S100A4 a
niclosamida dio como resultado una no reduccion del ARNm de S100A4 (HCT116-S100A4 control vs niclosamida,
media 717,0% vs 612,3%, diferencia media 104,7%, IC 95% -110,0 a 319,5, no estadisticamente significativa) y los
niveles de proteina.

Ejemplo 3: Efecto de la niclosamida sobre la migracion celular y la invasion inducida por S100A4

S100A4 es el regulador principal de la motilidad celular. De este modo, se analizé el efecto de la niclosamida sobre
la migracion celular inducida por S100A4 sobre las células HCT116-vector y HCT116-S100A4. El nimero de células
migradas se inhibié en las células HCT116-vector en presencia de niclosamida (control vs niclosamida, media
100.0% vs 43,0%, diferencia media 57,0%, IC 95% 40,3% a 73,7%, P &lt; .0001) (Figura 3, A). Al contrario, las tasas
de migracion de las células HCT116-S100A4 no mostraron una reduccion con el tratamiento con niclosamida (control
vs niclosamida, medial45,0% vs 117,0%, diferencia media 28%, IC 95% -7,8% a 63,9%, no estadisticamente
significativa).

También se determinaron las tasas de invasion de las células HCT116-vector y HCT116-S100A4, ya que se sabe
bien que S100A4 estimula la invasién celular. El nUmero de células invadidas disminuy6 en las células HCT116-
vector tratadas con niclosamida (control vs niclosamida, media 100% vs 30,1%, diferencia media 69,9%, IC 95%
10,9% a 128,9%, P = .021) (Figura 3, B). Al contrario, el tratamiento con niclosamida no tuvo efecto sobre las tasas
de invasion de las células HCT116-S100A4 (control vs niclosamida, medialll,4% vs 122,5%, diferencia media -
11,1%, IC 95% -54,9% a 32,8%, no estadisticamente significativa).

Ademés, se analiz6 el efecto de la niclosamida sobre la migracion dirigida en el ensayo de cierre de herida. En
ausencia de niclosamida las células HCT116-vector y HCT116-S100A4 cerraron completamente la herida inserida
después de 4 dias (Figura 3, C). El cierre de la herida se vio perjudicado en las células HCT116-vector tratadas con
niclosamida. Al contrario, las células HCT116-S100A4 tuvieron la capacidad de migrar dentro de la herida y cerrar el
orificio a pesar de la presencia de la niclosamida. En resumen, la exposicién a niclosamida restringio la motilidad de
las células y su invasividad. Este efecto fue especifico para S100A4 ya que la sobreexpresion ectépica de S100A4
supera la inhibicién mediada por niclosamida de la motilidad celular.
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Ejemplo 4: Efecto de la niclosamida sobre el crecimiento celular dependiente e independiente de anclaje

Se midio la proliferacién celular dependiente de anclaje en presencia o ausencia de niclosamida y dependiente del
nivel de expresion de S100A4. La exposicion de las células HCT116-vector y las células HCT116-S100A4 a la
niclosamida tuvo como resultado una reduccién de la proliferacion celular en ambas lineas celulares
independientemente del nivel de expresién de S100A4 (Figura 3 D). El crecimiento celular independiente de anclaje
se analiz6 mediante un ensayo de formacién de colonias. Las células HCT116-vector tratadas con solvente y las
células HCT116-S100A4 fueron ambas capaces de formar colonias grandes en un plazo de siete dias (Figura 3 E).
Sin embargo, el tratamiento con niclosamida reduce claramente el tamafio de las colonias de las células HCT116-
vector y las células HCT116-S100A4. Ademas, el nimero de colonias de las células HCT116-vector y HCT116-
S100A4 se redujo seriamente (HCT116-vector control vs niclosamida, media 100% vs 6,8%, diferencia media 93,2%,
IC 95%, 84,2 a 102,2%, P < 0001; HCT116-S100A4 control vs niclosamida, media 105,8% vs 5,0%, diferencia media
100,7%, IC 95%, 89,5% a 11,9%, P < 0001) (Figura 3 F). En resumen, la inhibicién de la proliferacién celular y la
formacion de colonias por la niclosamida fue independiente del nivel de expresion endégena o ectépica de S100A4.

Ejemplo 5: Efecto de niclosamida sobre la proliferacion y motilidad inducidas por S100A4 de las células
humanas de cancer de colon

Después se analizaron los efectos de la niclosamida en la expresion de S100A4 en las lineas celulares de cancer de
colon SW620, LS174T, SW480 y DLD-1. El tratamiento con niclosamida redujo el nivel de ARNm de S100A4 en las
células SW620, LS174T y SW480 a menos del 30% del respectivo control tratado con solvente (SW620 control vs
niclosamida, medial00,0% vs 31,2%, diferencia media 68,8%, IC 95% 49,1% a 88,5%, P &lt; .0001; LS174T control
vs niclosamida, media 65,5% vs 13,5%, diferencia media 51,9%, IC 95% 38,3% a 65,6%, P &lt; .0001, SW480
control vs niclosamida, media 41,0% vs 6.0%, diferencia media 35.0%, IC 95%, 27,1% a 42,9%, P &lt; .0001) (Figura
4, A). En las células DLD-1 el ARNm de S100A4 fue apenas detectable y se mantuvo sin cambios bajo el tratamiento
con niclosamida. Ademas, la niclosamida redujo la expresion de la proteina S100A4 en las células SW620, LS174T
y SW480, mientras que no se detectd proteina S100A4 en el solvente y en las células DLD-1 tratadas con
niclosamida.

El tratamiento con niclosamida redujo la tasa de migracién celular de las células SW620, LS174T y SW480 a menos
del 50% del respectivo control tratado con solvente (SW620 control vs niclosamida, medial00,0% vs 47,9%,
diferencia media 52,1%, IC 95% 25,4% a 78,9%, P = .0005; LS174T control vs niclosamida, media 68,2% vs 26,8%,
diferencia media 41,3%, IC 95% 16,3% a 66,3%, P = .0024, SW480 control vs niclosamida, media 21,7% vs 10.6%,
diferencia media 11.1 %, IC 95%, 1,2% a 2,1 %, P = .0297). Las células DLD-1 tratadas con solvente presentaron la
menor tasa de migracién, que no se vio més afectada por el tratamiento con niclosamida (Figura 4, B). De forma
similar, la inhibicién celular de las células SW620, LS174T y SW480 a menos del 30% del respectivo control tratado
con solvente (SW620 control vs niclosamida, medial00,0% vs 25,1%, diferencia media 74,9%, IC 95% 48,4% a
101,4%, P &lt; .0001; LS174T control vs niclosamida, media 63,2% vs 23,6%, diferencia media 39,5%, IC 95% 8,7%
a 70,4%, P=.013, SW480 control vs niclosamida, media 47,7% vs 12.8%, diferencia media 34,9%, IC 95%, 12,3% a
57,5%, P= ,0031) (Figura 4, C). La baja tasa de invasion de las células DLD-1 tratadas con solvente no se vio
afectada por el tratamiento con niclosamida. La migracion directa de células SW620, LS174T, SW480 y DLD-1,
medida en el ensayo de cierre de la herida, se vio perjudicado por el tratamiento con niclosamida en comparacion
con el control respectivo tratado con solvente (Figura 4 D). Consistente con su baja tasa de migracion, las células
DLD-1 tratadas con solvente no cerraron la herida hasta el dia 4.

La proliferaciéon celular dependiente de anclaje de las cuatro lineas celulares se inhibié bajo el tratamiento con
niclosamida (Figura 4, E). Ademas, el crecimiento independiente de anclaje se vio perjudicado cuando las células
SW620, LS174T, SW480 y DLD-1 se expusieron a la niclosamida, dando como resultado colonias celulares
claramente mas pequefas (Figura 4 F). El tratamiento con niclosamida redujo el nUmero de colonias a menos del
50% en las cuatro lineas celulares de cancer de colon (SW620 control vs niclosamida, medial00,0% vs 3,6%,
diferencia media 96,4%, IC 95% 78,0% a 114,8%, P &lt; .0001;LS174T control vs niclosamida, media 90,6% vs
15,9%, diferencia media 74.6%, 95% IC 58,3% a 91,0%, P &lt; .0001; SW480 control vs niclosamida, media 68,1%
vs 4,3%, diferencia media 63,8%, IC 95% 52,2% a 75,4%, P &lt; .0001; DLD-1 control vs niclosamida, media 82,6%
vs 10,1%, diferencia media 72,5%, IC 95% 52,5% a 92,4%, P &lt; .0001) (Figure 4, G). En resumen, en las células de
cancer de colon con niveles de expresion de S100A4, la niclosamida inhibié la migracién y la invasién celular. La
proliferacién celular se inhibié independientemente del nivel de expresién de S100A4.

Ejemplo 6: Eficiencia de los derivados de la niclosamida sobre la expresion y la migracion celular S100A4

Se analizé el efecto de cambios estructurales en la molécula de niclosamida sobre su capacidad de limitar la
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expresion de S100A4 (Figura 5 A). Para comparar la eficiencia de la niclosamida y sus derivados para inhibir la
expresion de S100A4, se aplicé a todos los compuestos segun las condiciones de tratamiento definidas para la
niclosamida. En contraste con los efectos observados de la niclosamida, no se detecté reducciéon del ARNm de
S100A4 y niveles de proteinas en ninguno de los seis derivados de la niclosamida (Figura 5 B). Sin embargo, otros
derivados si mostraron un descenso significativo de las tasas de migracién al analizar la migracién celular (Figura 5
C). En resumen, ninguno de los derivados de la niclosamida alcanzé el efecto de la niclosamida para impedir la
expresion de S100A4 y la motilidad celular inducida por S100A4. Sin embargo, otros derivados mantuvieron un
efecto contra la motilidad celular y mostraron resultados mas eficaces en algunos aspectos, por ejemplo en
velocidad o efecto en varios modelos en adicion a mejoras potenciales en solubilidad y formulacién farmacéutica
potencial. Se concluyé que estos cambios en la estructura de la niclosamida dan como resultado una pérdida de su
eficacia sobre la inhibicion de la expresién de S100A4 pero proporcionan otros efectos potencialmente beneficiosos.

Ejemplo 7: Efecto de la niclosamida sobre la sefializacion WNT constitutivamente activa

Como se ha publicado anteriormente las células HCT116 son heterocigotas paraCTNNB1 mutado dando como
resultado una sefalizacion WNT constitutivamente activa y la expresién de S100A4. Aplicando el indicador del factor
de transcripcion LEF/TCF en el ensayo (TOP/FOPflash) se analiz6 la actividad de la via WNT/CTNNB1 de las
células HCT116 tratadas con niclosamida, asi como sus células derivadas anuladas HAB-68mut y HAB-92wt que
solo presentan el alelo mutado o el alelo tipo natural deCTNNBL, respectivamente. En ausencia de niclosamida, la
actividad de la via WNT aument6 1,3 veces en las células HAB-68mut y disminuyé 2,9 veces en las células HAB-
92wt en comparacién con las células HCT116. La exposicién a niclosamida dio como resultado una disminucion de
la actividad de la via WNT en las células HCT116, HAB-68mut y HAB-92wt (HCT116 control vs niclosamida, media
1,00 vs 0,39, diferencia media 0,61, IC 95% 0,41 a 0,81, P < ,0001; HAB-68mut control vs niclosamida, media 1,39
vs 0,50, diferencia media 0,90, IC 95% 0,64 a 1.16, P <,0001; HAB-92wt control vs niclosamida, media 0,36 vs 0.21,
diferencia media 0,15, IC 95% CI 0,05 a 0,25, P = ,0077) (Figura 6, A). El tratamiento con niclosamida también dio
como resultado una disminucién en la expresion del ARNm de S100A4 y de la proteina (HCT116 control vs
niclosamida, media 1,00 vs 0,46, diferencia media 0,54, IC 95% 0,43 a 0,65, P < ,0001; HAB-68mut control vs
niclosamida, media 1,17 vs 0,62, diferencia media 0,55, IC 95% 0,41 a 0.69, P < ,0001; HAB-92wt control vs
niclosamida, media 0,03 vs 0,01, diferencia media 0,02, IC 95% CI -0,001 a 0,047, P = ,, no estadisticamente
significativa ) (Figura 6, B). Por consiguiente, las tasas de migracion de las células HCT116 y HAB-68mut se
redujeron al nivel HAB-92wt tras el tratamiento con niclosamida (HCT116 control vs niclosamida, media 1,00 vs 0,45,
diferencia media 0,54, IC 95% 0,22 a 0,87, P < ,0001; HAB-68mut control vs niclosamida, media 1,30 vs 0,39,
diferencia media 0,91, IC 95% 0,62 a 1,20, P < ,0001; HAB-92wt control vs niclosamida, media 0,36 vs 0,32,
diferencia media 0,04, IC 95% CI 0,08 a 0,16, no estadisticamente significativa) (Figura 6, C). En resumen, la
niclosamida inhibe la transcripcién del gen diana dependiente de la sefalizacion WNT a pesar de una via
constitutivamente activa de WNT/CTNNBL1.

Ejemplo 8: Modo de accién de la niclosamida sobre el patron WNT/CTNNB1

La sefializacién activa de WNT es altamente dependiente de CTNNBL1 nuclear. Por consiguiente, se analizé la
cantidad de CTNNBL1 nuclear bajo concentraciones crecientes de niclosamida. La exposicion de las células HCT116
a concentraciones crecientes de niclosamida durantel8 horas no cambié el nivel de proteina del CTNNB1 nuclear
(Figura 6, D). Sin embargo, no se observé una reduccioén en la sefializacion de WNT/CTNNBL ni en la expresion del
gen S100A4. Esto conduce a la hipétesis de que la niclosamida puede actuar dentro del nucleo para inhibir la
formacion del completo activador de la transcripcion CTNNB1/TCF. Esta hipotesis se probé mediante EMSA,
aplicando oligoncléotidos biotinilados que engloban el sitio de unién de TCF del promotor S100A4. Los cambios de
los oligonucléotidos causados por la union de TCF y CTNNB1/TCF se detectaron en ausencia de niclosamida
(Figura 6, E), que es consistente con los resultados previos. La presencia de CTNNB1 dentro del complejo se
comprob6 mediante la formacién del complejo con anti-CTNNB1 monoclonal lo que conduce a un
superdesplazamiento. La exposicion de las células HCT116 a unas concentraciones crecientes de niclosamida
interrumpié el complejo CTNNB1/TCF/oligo de un modo concentracién dependiente. No se ha podido detectar un
superdesplazamiento en los extractos nucleares de células tratadas con niclosamida 1 uM. De acuerdo con estos
resultados, el ensayo ChIP demostré que no se puedo amplificar por PCR la secuencia del promotor S100A4
después de la inmunoprecipitacion de CTNNB1 de los extractos de células tratadas con niclosamida, pero se detectd
un producto de PCR en los extractos de células tratados con solvente Figura 6, F). Este ultimo ya fue observado por
Stein et al. No se pudo detectar ninguin producto de PCR cuando se us6 la inmunoglobulina G control para la
precipitacion o cuando la secuencia del promotor FOS se amplific6 por PCR. En resumen, se concluyd que el
tratamiento con niclosamida inhibe la formacion del complejo CTNNB1/TCF y por ello inhibe la transcripcion del gen
diana WNT/CTNNB1.
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Ejemplo 9: Efecto de la niclosamida sobre la formacidén de metastasis in vivo

Después, se monitorizo el efecto de la niclosamida en la formacion de metastasis en ratones con xenotransplante
mediante captura de imagen no invasiva in vivo por luminiscencia. El dia 8 después de la transplantacion
intraesplénica de las células HCT116-CMVp-LUC, que expresan firefly luciferasa de forma estable, se formé un
tumor de bazo visible en el ratén control tratado con solvente y en el ratén tratado con niclosamida a 20 mg por kg
(Figura 7, A). La imagen lateral mostré que la sefial del tumor de bazo aumenté en el raton tratado con solvente y
con niclosamida hasta alcanzar un méaximo el dia 24. Las diferencias en la localizacion de la sefial se encontraron en
la imagen ventral. En los ratones control se pudo detectar la sefial de metastasis hepatica lo cual fue confirmado por
la captura de la imagen in situ y por aislamiento del higado y del bazo. En los ratones tratados con niclosamida no se
detectaron o solo se detectaron pequefias metastasis hepaticas.

Niclosamida tuvo la capacidad de inhibir la expresion de S100A4 in vivo, ya que los niveles de ARNm de S100A4 se
redujeron en los ratones tratados con niclosamida (control vs 2 x 15 mg por kg, media 100,0% vs 58,4%, diferencia
media 41,7%, IC 95% 21,6% a 61,8%, P &lt; ,001; control vs 20 mg por kg, media 100,0% vs 67.2%, diferencia
media 32,9%, IC 95% 14,1% a 51,7%, P &lt; ,001) (Figura 7, B). La clasificacion de metastasis hepatica disminuyo
en los ratones tratados con niclosamida comparado con los ratones tratados con solvente (media control 100,0%, IC
95%-15,4% a 215,4%; 2 x 15 mg por kg media 36,1%, IC 95% 12,4% a 59,8%; 20 mg por kg media 3,.9%, IC 95%
22,6% a 53,1%) (Figura 7, C). En resumen, se concluyé que el tratamiento con niclosamida inhibe la formacién in
vivo de metastasis inducida por S100A4.

Ejemplo 10: Efecto a largo plazo del tratamiento con niclosamida in vitro e in vivo

Después, se investigo el efecto de la formacion de metastasis mediada por S100A4 cuando se interrumpe el
tratamiento con niclosamida. Para abordar esto, las células HCT116 fueron tratadas diariamente con niclosamida
durante tres dias consecutivos. El dia 4 se retird6 la niclosamida. La expresién de S100A4 en estas células se
mantuvo reprimida hasta aproximadamente el 50% del respectivo control tratado con solvente durante 24, 48y 72
horas después de la interrupcion de la exposicidon a niclosamida (control vs niclosamida 24 horas post-tratamiento,
medial01,9% vs 58,0%, diferencia media 43,9%, IC 95% 31,0% a 56,8%, P = .0002; control vs niclosamida 48 horas
post-tratamiento, media 98,1% vs 44,4%, diferencia media 53,7%, IC 95% 33,2% a 74,1%, P = .0011; control vs
niclosamida 72 diferencia media 100,0% vs 57,9%, diferencia media 42,1%, IC 95% 16,6% a 67,6%, P = .0193)
(Figura 8, A). Ademas, la proteina S100A4 se redujo claramente durante tres dias después de la interrupcion del
tratamiento con niclosamida. Las tasas de migracion células en estas células se mantuvieron reprimidas hasta
menos del 30% del respectivo control tratado con solvente hasta tres dias después de la eliminacion de la
niclosamida (control vs niclosamida 24 horas post-tratamiento, medial00,0% vs 18,7%, diferencia media 81,3%, IC
95% 40,7% a 122,0%, P = .0004; control vs niclosamida 48 horas post-tratamiento, media 100,0% vs 12,2%,
diferencia media 87,8%, IC 95% 54,9% a 120,7%, P < .0001; control vs niclosamida 72 diferencia media 108,8% vs
10,4%, diferencia media 98,4%, IC 95% 41,5% a 155,4%, P = .0017) (Figura 8, B).

La proliferacion dependiente de anclaje de las células HCT116 tratadas con niclosamida se inhibié comparado con el
control tratado con solvente (Figura 8, C). Después de cinco dias, las células control tratadas con solvente
alcanzaron el maximo. La retirada de la niclosamida en el dia 5 no revertid la inhibiciéon de la proliferacion celular
durante los cinco dias siguientes cuando se comparé con las células tratadas de forma continua con niclosamida.

Ademas, se investigé la formacién de metastasis in vivo bajo tratamiento continuo y discontinuo con niclosamida. La
supervivencia total de los ratones tratados con niclosamida se alargé en comparacion con los ratones tratados con
solvente (control vs tratamiento discontinuo, supervivencia media 24 dias vs 46,5 dias, proporcion 0,52, 95% Cl 0,19
a 0,84, P =,0012; control vs tratamiento continuo, supervivencia media 24 dias vs 43 dias; proporcién 0,56, 95% CI
0,24 a 0,88, P =,0012) (Figura 8 D). Ademas, no se observo ninguna diferencia en la supervivencia total en ratones
en los que el tratamiento se interrumpié a los 24 dias en comparacidon con los ratones bajo condiciones de
tratamiento continuo con niclosamida.

En cada punto final individual de cada raton, se extrajeron el higado y el bazo y se aplic6 la captura de imagen por
luminiscencia in vivo. Todos los ratones desarrollaron un tumor de bazo. Sin embargo, el crecimiento del tumor en
los ratones tratados con niclosamida, ya sea de forma continua como discontinua, fue claramente retrasado
comparado con los ratones tratados con solvente (Figura 8, E). El tamafio de las metastasis hepaticas en los ratones
tratados con niclosamida de forma continua o discontinua se redujo claramente comparado con los animales
tratados con solvente. En los ratones tratados con niclosamida de forma discontinua, las metastasis hepéticas fueron
ligeramente mayores que las de los ratones tratados con niclosamida de forma continua. Sin embargo, las sefiales
de luminiscencia de las metéstasis hepéticas de los animales control fueron méas fuertes al dia 29 que la sefal de
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metéastasis hepaticas de los ratones tratados con niclosamida de forma continua o discontinua al dia 50 lo que indica
una inhibicién a largo plazo de formacién de la metastasis por la niclosamida.

La cuantificacion del nivel de ARNm de S100A4 en el tejido tumoral del bazo reveld que en los ratones tratados con
niclosamida el ARNm de S100A4 fue reprimido (control vs tratamiento discontinuo, media 100,0% vs 60%, diferencia
media 40,0%, IC 95% 3,9% a 50,1%, P &lt; ,001; control vs tratamiento continuo, media 100,0% vs 73%, diferencia
media 27%, IC 95% 15,8% a 64,2%, P &lt; ,05) (Figura 8, F). Ademas, no se detecté una diferencia estadisticamente
significativa en el nivel de expresion de S100A4 en ratones con tratamiento continuo frente a discontinuo con
niclosamida. De acuerdo con este resultado, la metastasis hepatica se redujo en los ratones tratados con
niclosamida comparado con los ratones control (control vs tratamiento discontinuo, media 100,0% vs 34,9%,
diferencia media 65,1%, IC 95% 18,4% a 111,9%, P< ,01; control vs tratamiento continuo, media 100,0% vs 10,9%,
diferencia media 89,1%, IC 95% 45,3% a 133,0%, P< ,001) (Figura 8, G). Ademas, no se detectd una diferencia
estadisticamente significativa en ratones con tratamiento discontinuo frente a ratones con tratamiento continuo con
niclosamida. En resumen, incluso cuando la niclosamida no se da de forma continua, la expresion de S100A4 y la
formacion de metastasis se inhibieron seriamente lo que conduce a una supervivencia global prolongada.

El uso de modelos animales en los ejemplos proporcionados anteriormente no es limitante para la presente
invencidon cuyo uso previsto es la aplicacién en sujetos humanos. El modelo de raton representa un modelo
normalizado aceptado para la aplicacién en humanos y proporciona un soporte fiable para la aplicacion en
mamiferos, incluyendo preferentemente los humanos.

MATERIALES Y METODOS USADOS EN LOS EJEMPLOS
Lineas celulares y cultivos celulares

Las lineas celulares humanas de cancer de colon SW620, LS174T, SW480, DLD-1 y HCT116 se hicieron crecer
todas en medio RPMI-1640 (PAA Laboratories, Pasching, Austria) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS; Invitrogen). Las células HCT116 han sido descritas anteriormente como heterocigotas para la mutacion
delecion del codon 45 en uno de los dos alelos de CTNNB1 que tiene como resultados la pérdida de una serina 45
que es el sitio de fosforilacion inicial en la proteina beta-catenina (CTNNB1) necesario para la degradacion
proteosomal. Se us6 la recombinacién homoéloga para deleccionar el alelo CTNNB1 tipo natural que da como
resultado el clon HAB-68mut. derivado de la célula HCT116 o para deleccionar el alelo dCTNNB1mutado que da
como resultado el clon HAB-92wt derivado dela célula HCT116. Ambos clones de las células fueren amablemente
suministrados por el Dr Todd Waldman (Georgetown University, Washington, Distrito de Columbia). Todas las
células se expandieron brevemente en cultivo y se conservaron congeladas en varios viales replicados. Los bancos
de células se probaron por PCR y por métodos de cultivo y se encontr6 que no contenian mycoplasma. Para
autentificar las lineas celulares HAB-68mut yHAB-92wt como derivados de HCT116, se llevd a cabo un genotipado
con repeticiones cortas en tandem (STR) el de agosto de 2010 usando el equipo identificador de ABI (Applied
Biosystems). Los genotipos STR concordaban con los genotipos publicados para HCT116. Todas las células de
mantuvieron en un incubador humidificado a 37°C y al 5% de CO..

Anticuerpos monoclonales y policlonales

El anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano-CTNNB1 y el anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano tubulina-
B1 (TUBBL1) se adquirieron de BD Biosciences, Heidelberg, Alemania. El anticuerpo monoclonal contra el antigeno
nuclear de proliferacién celular humano (PCNA) se adquiri6 de Cell Signaling Technologies, Danvers, MA. El
anticuerpo policlonal de conejo anti-S100A4 humano se adquiri6 de Dako, Glostrup, Dinamarca. El anticuerpo
policlonal de cabra anti-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (GAPDH) humano y el anticuerpo anti-cabra
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA. Anti-
conejo conjugado con HRP se adquirié de Promega Madison, WI. IgG anti-ratén conjugado con HRP y la IgM anti-
raton se adquirieron de Invitrogen.

Transfeccién estable de células HCT116

Se amplificé por PCR la secuencia del promotor S100A4 (-1487 bp secuencia mas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion de S100A4) a partir de un vector suministrado amablemente por el Dr David Allard (Peninsula Medical
School, Universities of Exeter y Plymouth, Exeter, UK) y se cloné en un vector pGL1.4 (Invitrogen) para conseguir
que el gen de la luciferasa de luciérnaga (Firefly) (LUC) esté bajo el control del promotor S100A4 con un casete de
resistencia a la neomicina. Este constructo se transfectd dentro las células HCT116 para obtener las células
HCT116-S100A4p-LUC. Se cloné la secuencia ADNc de S100A4 a partir de un vector suministrado amablemente
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por el Dr Claus Heizmann (Universidad de Zurich, Zurich, Suiza) en un vector pcDNA3.1 con un casete de
resistencia a la puromicina. Este constructo se transfectd dentro las células HCT116 para obtener las células
HCT116-S100A4 o el vector vacio para obtener las células HCT116-vector. Se cloné el gen indicador LUC bajo el
control del promotor de CMV vy se transfect6 en las células HCT116 para obtener las células HCT116-CMVp-LUC.
Todos los constructos clonados se prepararon en nuestro laboratorio y se secuenciaron en una orientacion
estructural correcta. Todas las trasfecciones se realizaron con Metafectene (Biontex Laboratories, Munich,
Alemania), segun las instrucciones del fabricante. Para obtener las células que expresan el transgen de forma estale
se usaron para la seleccion mg por mL de neomicina (PAA Laboratories) o 1 ug por mL puromicina (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Cribado de alto rendimiento

Para el cribado de alto rendimiento se sembraron 2,5 x 10°células por pocillo de las células HCT116-S100A4p-LUC
en unas placas blancas opacas de 384 pocillos (Perkin Elmer, Waltham, MA) usando un sistema de pipeteado
automatico BIOMEK 2000 (Beckman Coulter, Brea, CA). Los 1280 compuestos de la biblioteca de compuestos
farmacoldgicamente activos (LOPAC 1280; obtenidos de Sigma-Aldrich, St Louis, MO) se disolvieron inicialmente en
dimetilsulfoxido (DMSO) y después se diluyeron en medio de cultivo RPMI-1640. Las muestras de los compuestos
de prueba se afiadieron entonces a las placas de ensayo que contienen las células que fueron tratadas durante 24
horas con cada uno de los compuestos a unas concentraciones de 0,1 uM, 1 pM, 10 pM y 100 pM (un solo pocillo
por concentracion). Después del compuesto de tratamiento, se determind la expresion de la luciferasa usando un
reactivo Britelite (Perkin Elmer) en un lector Wallac Victor (Perkin Elmer). En paralelo, se midi6 la citotoxicidad de los
compuestos en unas placas de poliestireno transparente de 384 pocillos (Costar) por el ensayo de citotoxicidad azul
de Alamar(Sigma-Aldrich). Después de 24 horas de tratamiento con el compuesto, el azul de Alamar diluido en un
medio RPMI-1640 sin suero se afiadié a cada pocillo y se continué la incubacién durante cuatro horas. Después las
lazas se leyeron en un lecto rWallac Victor a una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda
de emision de 590 nm. Tanto los datos de luminiscencia como los de fluorescencia del azul de Alamar, ocho pocillos
con vehiculos control se expresaron como media y los resultados del compuesto de ensayo (un solo pocillo) se
expresaron como porcentaje del control. Las concentraciones eficaces para reducir la actividad de la luciferasa o de
la fluorescencia del azul de Alamar en 50% se obtuvieron a partir de las curvas de concentracion-respuesta por
interpolacion lineal. La proporcion entre el azul de Alamar vs luciferasa que representa la proporcion de toxicidad vs
actividad (=2,0) se us6 para el triaje de los datos de cribado. Ademas, como cribado de selectividad, también se
analizaron los compuestos inhibidores basandose en su capacidad para inhibir la expresién del indicador constitutivo
de la luciferasa o dirigido por HIF-1a en lineas celulares de glioma U251 en un cribado de alto rendimiento previo de
LOPAC. Los compuestos que muestran la mejor evidencia para la inhibicion selectiva del indicador sin ser a causa
de su toxicidad fueron sometidos después a una prueba detallada de concentracidn-respuesta en ambos ensayos
usando pocillos duplicados por concentracién y diluciones dos veces 20 desde una concentracién techo de 100 pM.

Farmacos y tratamientos

Niclosamida (2',5-dicloro-4'-nitrosalicilanilida) se obtuvo de Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Los derivados de
Niclosamida se obtuvieron de Drug Synthesis and Chemistry Branch, Developmental Therapeutics Program, NCI,
Bethesda, MD. Todos los farmacos se solubilizaron en DMSO para la aplicacién in vitro. La niclosamida in vivo se
administr6 como suspensién al 10% de cremophor EL (BASF, Ludwigshafen, Alemania) y una solucién de NacCl al
0,9%.

Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (QRT-PCR)

Se aislo ARN total a partir de 4 x 10°células sembradas en unas placas de 6 pocillos 24 horas antes de lisar las
células con reactivoTrizol (Invitrogen). El ARN se extrajo con un reactivo de extraccion de ARN Trizol (Invitrogen)
segun las instrucciones del fabricante. La cuantificacion del ARB se realiz6 con Nanodrop (Peglab) y 50 ng de ARN
total fueron transcritos a la inversa con hexameros aleatorios en MgCI2 10 mM; tampo6n 1x RT, 250 uM de mezcla
dNTPs, 1 U por pL de inhibidor de la ARNasa y 2,5 U por pL MuLV de transcriptasa inversa (todos de Applied
Biosystems). La reaccion tuvo lugar a 42 °C durante 15 minutos, 99°C durante 5 minutos y posterior enfriamiento a
5°C durante 5 minutos. El producto de ADNc se amplificé en un volumen total de 10 pL en una placa de 96 pocillos
en un equipo LightCycler 480 (Roche) usando las condiciones siguientes: 95°C, 10 minutos, seguido de 45 ciclos de
95°C durante 10 segundos, 61 °C durante 30 segundos y 72°C durante 4 segundos. Para la cuantificacién de ADNc
de S100A4 se usaron los cebadores y sondas siguientes: cebador extremo 5-CTCAGCGCTTCTTCTTTC-3/,
cebador inverso 5'-GGGTCAGCAGCTCCTTTA-3', sonda fluoresceina isotiocianato 5'-
TGTGATGGTGTCCACCTTCCACAAGT-3', sonda LCRed640 5-TCGGGCAAAGAGGGTGACAAGT -3'. Para la
cuantificacion del ADNc de los genes consecutivos gluosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), se usé el Kit hG6PDH

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2647072 T3

de Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. El analisis de los datos
se llevo a cabo con el software LightCycler® 480 version 1.5.0 SP3. Para cada reaccion de qRT-PCR se calcul6 la
media de los duplicados. Cada valor medio del gen expresado se normaliz6 a la cantidad media respectiva de G6PD
ADNCc.

Inmunotransferencia

Para la extraccién de proteina total, se lisaron las células con tampo6n RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl150 mM, Nonidet
P-40 al 1% , complementados con comprimidos inhibidores completos de proteasa; Roche) durante 30 minutos en
hielo. Para aislar la fraccion de proteina nuclear, se us6 el kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction(Pierce)
segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de proteina se cuantificé usando el reactivo del ensayo de
proteina con &cido bicinconinico (BCA) (Pierce) segln las instrucciones del fabricante y los lisados de igual
concentracién de proteina se separaron con SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Extra
Hybond C (Amersham Biosciences). Las membranas se incubaron en una solucion bloqueadora que contiene 5% de
leche en polvo desnatada y albimina bovina sérica al 1% (DSA) durantel hora a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpo de conejo anti-humano S100A4 (dilucién, 1:1500),
anticuerpo de ratén anti-humano -CTNNB1 (dilucion, 1:1000), anticuerpo de ratén anti-humanoTUBB1 (dilucion,
1:1000), anticuerpo de cabra anti-humano GAPDH antibody (dilucién, 1:500) o anticuerpo de ratén anti-humano
PCNA (dilucién, 1:1000) seguido de una incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo anti-
cabra conjugado con HRP (dilucién, 1:10000), anti-conejo (dilucién, 1:10000), IgG anti raton (dilucién, 1:10000) o
IgM anti-raton (dilucién, 1:10000). Los complejos anticuerpo-proteina se visualizan con un reactivo de luminiscencia
electroquimica (ECL) (Tris-HCI 100mM, Iluminol 0,025% pl/v, acido para-hidroxicoumarico 0,011% plv,
dimetilsulfoxide 10% v/v, H202 al 0,004% v/v, pH 8.6) y posterior exposiciéon a CL-XPosure™ Films (Pierce) desde 1
segundo a 20 minutos. La inmunotransferencia para GAPDH y PCNA sirvié como control de carga de proteina. La
inmunotransferencia para B-tubulina sirvi6 para controlar que los extractos nucleares no contenian proteina
citoplasmética. Todos los experimentos se realizaron por lo menos tres veces de forma independiente.

Ensayo de migracién transpocillo en la cAmara de Boyden y de invasién

Las células HCT116, SW620, LS174T, SW480 y DLD-1 se usaron en los analisis de migracion celular e invasion
realizados con un ensayo en camara de Boyden. 400 UL que contenian 2,5 x 10°células se sembraron en una
camara transpocillo con filtro de membrana de tamafio de poro de 12,0 um (Millipore, Schwalbach, Alemania). Para
la invasion, las membranas de los filtros se recubrieron con 50 pyL Matrigel (diluido 1:3 en RPMI-1640; BD
Biosciences) 10 minutos antes de sembrar las células. Se afiadié medio fresco (600 pL) en el fondo de la camara y
se dej6 que las células se enganchen a los recuadros durantel5 horas. Ambas camaras fueron tratadas con
niclosamidal pM niclosamida o la cantidad respectiva de DMSO y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 en un
incubador humidificado durante 24 horas. Después se extrajeron los recuadros y las células que habian migrado a
través de la membrana a la camara inferior se tripsinizaron y se contaron en una camara de Neubauer (LO-
Laboroptik, Bad Homburg, Alemania). Cada pocillo se conté diez veces. Cada experimento de migracion o invasion
se llevé a cabo por duplicado. La media del niumero de células migradas o invadidas se determiné a partir de por lo
menos tres experimentos independientes.

Ensayo de cierre de herida

Para el ensayo de cierre de herida, se hicieron crecer las HCT116, SW620, LS174T, SW480 y DLD-1 para obtener
un cultivo monocapa confluente al 60% en el que se provocé una herida de aproximadamente 300 pum de ancho con
una punta de pipeta estéril. EI medio se cambié para eliminar las células no adherentes y la monocapa herida se
tratdé con niclosamida 1 uM o la cantidad respectiva de DMSO cada 24 horas durante 4 dias consecutivos. El
progreso en el cierre de la herida se supervisa mediante unas micro-fotografias tomadas con un aumento de 10X de
un microscopio 6ptico Leica DM IL (Leica Microsystems) el dia 0 y el dia 4. El experimento de cierre de la herida se
llevo a cabo tres veces de forma independiente.

Proliferacion celular dependiente de anclaje

Para la determinacion de la proliferacion celular, se sembraron 2 x 10%células de HCT116, SW620, LS174T, SW480
y DLD-1en una placa de 96 pocillos (una placa para cada dia) y se dejaron 24 horas para que se enganchen en el
fondo del pocillo. A partir de ese momento, las células se trataron cada dia con niclosamidal uM o la cantidad
respectiva de DMSO. Para la determinacion de las células viables se afiadié bromuro de 4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT; Sigma) a una concentracion final de 0,2 m por mL y se incubaron durante 3 horas a 37°C
y 5% de CO2 en un incubador humidificado. MTT se redujo para formar cristales de formazan purpura por parte de
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las mitocondrias de las células vivas y el aumento del MTT metabolizado reflej6 un aumento en el numero de
células. ElI MTT recristalizado se disolvié de nuevo con SDS al 10% en HCI 10 mM y la absorcion se midié a 560 nm.
Las mediciones de MTT se realizaron diariamente durante 5 dias consecutivos. La metabolizacién media de MTT se
determiné a partir de dos experimentos independientes realizado cada uno de ellos por triplicado.

Ensayo de formacion de colonias

El analisis de proliferacion celular independiente de anclaje se consigui6 mediante el ensayo de formacion de
colonias en agar blando. Una capa del fondo que contiene 0,5% p/v de agarosa, medio RPMI-1640, FBS 10% y
niclosamida 1 pM o la cantidad respectiva de DMSO se afiadi6 a una placa de 6 cm @ y se incubé a temperatura
ambiente bajo unas condiciones estériles durante 10 minutos. Sobre la capa del fondo solidificada se afiadié una
capa superior que contiene 8 x 10%células, 0,33% p/v agarosa, medio RPMI-1640,10% FBS y niclosamida 1 pM o la
cantidad respectiva de DMSO. Las células se sembraron como células Unicas en el agar blando y se incubaron en
un incubador humidificado a 37 °C y 5% de CO2 durante 7 dias. La formacion de colonias se visualizé6 mediante un
aumento de 10X para una visién general y un aumento de 40X para las colonias Gnicas en un microscopio éptico
Leica DM IL (Leica Microsystems). La cuantificacion de células se consiguié mediante el recuento de las colonias de
células de mas de 4 células en 10 cuadrados de 1 pm2. Los experimentos de formacion de colonias se repitieron
dos veces, cada una por triplicado.

Ensayo del patron de actividad del marcador WNT/CTNNB1

En ensayo indicador la actividad del factor 1 de unién potenciador linfoide (LEF)/ factor de transcripcion (TCF),
también conocido como ensayo TOP/FOPflash (Promega, Madison, WI) se us6 previamente para analizar la
actividad de la via WNT/CTNNBL1 en las células humanas de cancer de colon. Comprende el plasmido TOPflash que
contiene una repeticion hexamérica del elemento de union LEF/TCF hacia arriba de un promotor de la timidina
kinasa y firefly luciferasa como gen indicador. El plasmido FOPflash comprende la secuencia exacta del plasmido
FOPflash, pero con unos puntos mutados en los sitios de unién LEF/TCF. En el ensayo, se sembraron 8 x
10%células HCT116 en unas placas de 24 pocillos y se dejaron 24 horas para que se enganchen al fondo del pocillo.
Las células se transfirieron con plasmidos TOPflash o FOPflash usando Metafecten segin las instrucciones del
fabricante 24 horas antes de que fueran tratados con niclosamida 1 pM o la cantidad respectiva de DMSO durante
otras 24 horas. La actividad de la luciferasa como lectura de la actividad de LEF/TCF y de este modo de la actividad
de la via WNT/CTNNBL1 se midi6 a través de un sistema de ensayo de luciferasa Steady GlowTM (Promega) segun
las instrucciones del fabricante 24 horas en el lector de luminiscencia SpectraFluor Plus (Tecan) con un tiempo de
exposicion de 1500 milisegundos y una captura del50. La expresion del gen indicador TOPflash (que representa la
actividad de la via WNT) se normaliz6 hasta la expresion del gen indicador FOPflash (que representa la expresién
basal del gen indicador y la eficiencia de la transfeccion). Se proporciona aqui la media de tres experimentos
independientes, aunque cada experimento se realiz6 por duplicado.

Ensayo de cambio de movilidad electroforética

El ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) se realiz6 tal como se ha descrito anteriormente. Se
sembraron 5 x 10°células HCT116 en una placa de cultivo de 10 cm y se dejaron 15 horas para que se enganchen
en el fondo de la placa. Las células se trataron con niclosamida 0,1; 0,3; 0,6 o 1 uM o la cantidad respectiva de
DMSO durante 24 horas. Para cada condicion, 5 pug de proteina nuclear extraida se incubaron 30 minutos a
temperatura ambiente con 0,05% p/v poli dl«dC, Tris 0,5 mM, EDTA 0,05 mM, 2,5% p/v glicerol, 0,2% v/v NP-40,
MgCl2 5 mM y oligonucledtidos biotinilados de doble hebra (sentido 5'-
CCGGGCATGGGGATCCCCACCCCAGTTTTTGTTTCTGAATCTTTATTTTTTTAAGAGACA-3/, antisentido 3-
GGCCCGTACCCCTAGGGGTGGGGTCAAAAACAAAGACTTAGAAATAAAAAAATTCTCTG T-5') que comprende el
sitio de union TCF del promotor S100A4. Para el superdesplazamiento se afiadieron 1,25 ug de anticuerpo
monoclonal CTNNB1 (BD Biosciences). La separacion por electroforesis de los complejos proteina-oligonucleétido
se realizaron en geles pre-cast Novex 6% TBE (Invitrogen) y en tampén TBE (Tris 45 mM, &cido bérico 45 mM
,EDTA 1 mM , pH 8.3) durante 60 minutos a 100 V. LA transferencia capilar de los complejos proteina-
oligonucleétidos a la membrana de nailon HybondTM-N (Amersham Biosciences) se produjo en tampén SSC 20x (
NaCl 3M, Na3C6H507 300 mM, pH 7) durante toda la noche. El entrecruzamiento del ADN transferido a la
membrana se produjo a 250 mJ por cm2 durante 1 minuto en el FL-20-M FluoLink Crosslinker (Bachofer). La
visualizacién del ADN marcado con biotina se realiz6 con un kit LightShift Chemiluminescent EMSA (Pierce) segln
las instrucciones del fabricante. Se muestra aqui un representativo de por lo menos dos experimentos
independientes.

Inmunoprecipitacion de la cromatina
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La inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP) se ha descrito anteriormente para determinar la union deCTNNB1al
promotor S100A4. Para la preparacion de las lisados de las células se sembraron 1 x 10° células HCT116 en una
placa de 10 cm @ 15 horas antes se trataron con niclosamida 1 uM o la cantidad respectiva de DMSO durante 24
horas. Las células se incubaron con formaldehido al 1% durante 10 minutos a temperatura ambiente para asegurar
el entrecruzamiento reversible de las proteinas y el ADN. Las células se lavaron dos veces con PBS enfriado con
hielo y se lisaron el tampén de lisis A (SDS 1%, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH8) durante 10 minutos en hielo.
Los lisados de las células se sonicaron durante 20 pulsaciones al 40% de potencia y se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 10 minutos. Los sobrenadantes se transfirieron a un nuevo tubo y un tercio del sobrenadante diluido se
almaceno a -20 °C y sirvi6 al final como un control de partida. Para la inmunoprecipitacion el sobrenadante diluido se
incubé 5 pg de anticuerpo monoclonal CTNNBL1 or5 pg de IgG control (ambos de BD Biosciences) durante la noche
a 4°C. Se afiadieron unas bolas de Proteina G (Invitrogen) y se incubaron durante 2 horas a 4°C. La proteina no
unida se lavé dos veces con tampdn de lavado A (10 mM Tris, 0.1 % SDS, 0.1 % Nadesoxicolato, 1% Triton X-100, 1
mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 140 mM NacCl, pH 8), una vez con tampo6n de lavado B (tampdn de lavado A, 6% p/v
NaCl) y dos veces son tampén TE (20 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8). La elucién del complejo proteina-ADN de las
bolas se produjo por incubacién con solucion SDS al 1,5% p/v durante 15 minutos a temperatura ambiente seguida
de centrifugacion a 3000 rpm durante 1 minuto. Para asegurar la elucion completa se lleva a cabo una segunda
elucién de las bolas en una solucion SDS al 0,5% durante 15 minutos a temperatura ambiente seguida de
centrifugaciéon a 3000 rpm durante 1 minuto. El entrecruzamiento se revertié a 68°C durante 4 horas y la proteina
residual se digirid6 con la proteinasa K (Fermentas, St.Leon-Rot, Alemania) a 55°C durante 2 horas. El ADN se
purificé por precipitacion y se llevé a cabo la amplificacion por PCR del sitio de union TCF del promotor S100A4
(cebador hacia delante 5-TGTTCCCCTCCAGATCCC-3'; cebador inverso 5-GGCTATGCTCAAGCCACTG-3). La
amplificacion por PCR de la secuencia del promotor (FOS) homdlogo del oncogen viral de osteosarcoma viral murino
FBJ no regulado por CTNNB1 (cebador hacia delante 5-CCTTAATATTCCCACACATGGC-3', cebador inverso 5'-
CTGCGTTTGGAAGCAGAAAGT-3') sirvio como control. Los amplicones esperados para S100A4 y FOS tuvieron un
tamafio de 167- o0 149 bp, respectivamente. ChIP se realizé en dos experimentos independientes.

Captura de imagen in vivo por luminiscencia de la formacién de la metastasis

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices de UKCCCR y fueron aprobados por las
autoridades locales (Ministerio de salud y asuntos sociales, Berlin, Alemania). Las células HCT116-CMVp-LUC (3 x
10%células por raton, resuspendidas en 50 uL de PBS) se trasplantaron intraesplénicamente en ratones hebras con
diabetes severa no obsesas combinado con inmunodeficiencia (NOD-SCID) de 6 semanas de vida. Los ratones se
asignaron aleatoriamente a 3 grupos y el tratamiento de los ratones se inicié 24 horas después del trasplante de las
células. Los ratones del grupo control (n=9) fueron tratados con dosis diarias del solvente. Los ratones del segundo
grupo (n=9) fueron tratados diariamente por via intraperitoneal con 20 mg por kg de niclosamida. Los ratones del
tercer grupo (n=9) fueron tratados por via intraperitoneal con dos dosis de 15 mg por kg de niclosamida por dia. Los
puntos finales de los experimentos se alcanzaron cuando el ratén parecia moribundo y/o cuando el tumor del bazo
era palpable. Esto es lo que pasaba con la mayoria de los ratones control el dia 24. Para los experimentos in vivo a
largo plazo, los ratones se asignaron aleatoriamente a 3 grupos. Los ratones del grupo control (n=6) fueron tratados
intraperitonealmente con dosis diarias del solvente. Los ratones del segundo grupo (n=6) fueron tratados diariamente
por via intraperitoneal con 20 mg por kg de niclosamida. Los ratones del tercer grupo n=6) fueron tratados
diariamente por via intraperitoneal durante 24 dias con 20 mg por kg de niclosamida y los dias restantes con
solvente. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical cuando el tumor alcanzé el tamafio maximo de
acuerdo con las autoridades locales.

Se extrajeron el bazo (como sitio de trasplante) y el higado (como érgano diana de la metastasis). La cantidad de
ARnm de S100A4 en el tumor se determiné mediante aislamiento de ARN TRizol de las crio-secciones del tumor y
mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real. El nivel de metastasis se evalu6 por puntuacion. Para cada higado, se
calculé una puntuacién como la suma de los volimenes de las metastasis individuales. Para cada metastasis se
aplico la férmula [ancho2] x longitud.

Para la captura de las imagenes in vivo por luminiscencia se anestesiaron con 35 mg por kg de Hypnomidate
(Jassen-Cilag, Neuss, Alemania) y recibieron por via intraperitoneal 150 mg por kg de D-luciferina (Biosynth, Staad,
Suiza) disuelta en PBS estéril. La captura de la imagen se llevé a cabo con un sistema NightOWL LB 981 (Berthold
Technologies, Bad Wildbad, Alemania) con unos tiempos de exposicion de 1 segundo a 20 segundos. Se usoé la
ImageJ version 2.3 para la codificacion de color de la intensidad de la sefial (que presenta una escala de grises de
256) y las fotos en capas.

Anélisis estadistico
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Todos los calculos se realizaron con GraphPad Prism version 4.01. Se us6 la prueba de Student para la
comparacion de solo dos grupos. Se amplié a un analisis de la varianza de dos colas y una via para la comparacion
del grupo control con varios grupos tratados seguido por la comparacién multiple post hoc de Bonferroni. En los
ensayos de citotoxicidad los valores de la concentracion maxima efectiva a la que la viabilidad celular se reduce al
50% (EC50) se calcularon mediante la curva sigmoidal de dosis respuesta de x = log(x) datos transformados. Se usé
un analisis de Kaplan Meier para representar la supervivencia global y las diferencias entre las curvas se analizaron
por la prueba de Logrank. Todas las pruebas fueron de dos colas, y los valores P inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Si no se indica de otra forma, las medias se describen con un intervalo de confianza
del 95%.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1.
Identificacion de la niclosamida mediante cribado de alto rendimiento
Figura 2.
Efecto de la niclosamida sobre ARNm y la expresion celular de S100A4 en las células humanas de cancer
de colon
Figura 3.
Efecto de la niclosamida sobre la motilidad y la proliferacién celular
Figura 4.
Efecto de la niclosamida sobre las células de cancer de colon SW620, LS174T, SW480y DLD-1.
Figura 5.
-Efecto de la niclosamida y sus derivados sobre la expresion de S100A4 y la movilidad celular inducida por
S100A4.
Figura 6.
Efecto de la niclosamida sobre la sefializacion WNT/CTNNB1 constitutivamente activa
Figura 7.
Monitorizacién de la luminiscencia in vivo del efecto de la niclosamida sobre la metéstasis en un
xenoimplante en ratén
Figura 8.
Efectos a largo plazo del tratamiento con niclosamida in vitro e in vivo

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS
Figura 1 Identificacion de la niclosamida mediante cribado de alto rendimiento.

(A) Representacion esquematica del sistema marcador aplicado al cribado de alto rendimiento. La
secuencia que comprende el promotor S100A4 de 1487 pb mas arriba del sitio de inicio de la transcripcion
de S100A4 control6 la expresiéon del marcador luciferasa de luciérnaga (Firefly) (LUC). El constructo fue
expresado de forma estable por las células HCT116-S100A4p-LUC que se expusieron mas a compuestos
de la biblioteca de compuestos farmacologicamente activos (LOPAC) 1280. Tal como se ha descrito se
determind la actividad de la luciferasa y la viabilidad de las células. (B) Resumen esquematico del cribado
de alto rendimiento. (C) crinado de nuevo de 20-concentraciones de niclosamida en las células HCT116-
S100A4p-LUC. Las células fueron expuestas a 20 diluciones dobles de niclosamida en unos pocillos
duplicados por dilucién durante 24 horas. Se determiné la actividad de la luciferasa y la viabilidad de las
células. Las barras de error representan la desviacion estandar para los dos pocillos duplicado en cada
dilucion.

Figura 2 Efecto de la niclosamida sobre ARNm y la expresién celular de S100A4 en las células humanas de
cancer de colon.

(A) Determinacion de la citotoxicidad de niclosamida sobre las células HCT116. Las células se trataron con
unas concentraciones crecientes de niclosamida durante 24 horas y se calculd la viabilidad celular. (B)
Efecto de concentraciones crecientes de niclosamida sobre la expresion de S100A4. Las células HTC116
fueron tratadas con unas concentraciones crecientes de niclosamida durante 24 horas. La expresion de
S100A4 se determind por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (qRT-
PCR) e Inmunotransferencia. (C) Dependencia del tiempo del efecto de la niclosamida sobre la expresion
de S100A4. Las células HTC116 se trataron con una dosis Unica de niclosamida 1uM durante 24 horas y se
analizé la expresion de S100A4 por gRT-PCR e inmunotransferencia en los puntos de tiempo indicados.
Las lineas negras indican las condiciones de tratamiento seleccionadas para otros experimentos. (D) Efecto
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de las dosis diarias de niclosamida sobre la expresién de S100A4. Las células HTC116 se trataron
diariamente con niclosamida 1uM y se analizé la expresion de S100A4 por gRT-PCR e
inmunotransferencia. Los datos se presentan como media £ DS (n>2). Las diferencias en los grupos
tratados se compararon con el grupo control mediante un analisis de varianza de dos colas una via y una
prueba de comparacién mdultiple post hoc de Bonferroni.

(E) Efecto de niclosamida en las células HTC116-vector y HTC116-S100A4. Las células HTC116-vector y
HTC116-S100A4 son tratados con niclosamida 1uM durante 24 horas y se analizé la expresion de S100A4
por qRT-PCR e inmunotransferencia. Los datos se presentan como media = DS (n>2). La comparacion de
niclosamida vs células tratadas con solvente se analiz6 con una prueba t de Student.

Figura 3 Efecto de la niclosamida sobre la motilidad y la proliferacién celular.

(A) Migracién celular de las células HCT116-vector y HCT116-S100A4 expuestas al tratamiento con
niclosamida. Las células fueron tratadas con niclosamida 1 pM durante 24 horas y las tasas de migracion
se midieron mediante el ensayo de la camara de Boyden. (B) Invasion celular de las células HCT116-vector
y HCT116-S100A4 expuestas al tratamiento con niclosamida. Las células fueron tratadas con niclosamida 1
UM durante 24 horas y la invasién celular se determiné mediante el ensayo de la camara de Boyden. (D)
Migracion dirigida de las células HCT116-vector y HCT116-S100A4 expuestas al tratamiento con
niclosamida y analizada por el ensayo de cierre de herida. Las heridas de 300 pM de ancho se colocaron
en monocapa confluyente al 60% de las células HCT116-vector y HCT116-S100A4 en el dia 1. Las células
se trataron diariamente con niclosamida 1 uM durante 4 dias. Las microfotografias del dia 4 se presentan
en la presente memoria como lineas negras que indican los margenes de una herida introducida del” dia 1;
las barras de escala representan 200 uM. Los datos representan tres experimentos independientes. (D)
Proliferacion celular adhesiva de las células HCT116-vector y HCT116-S100A4 expuestas al tratamiento
con niclosamida. Las células se trataron diariamente con niclosamida 1 pM vy la viabilidad celular se
determiné mediante el ensayo de MTT. (B) Crecimiento celular independiente de anclaje de las células
HCT116-vector y HCT116-S100A4 expuestas al tratamiento con niclosamida. Las células se sembraron
como ceélulas Unicas en agarosa al 0,33% (p/v) y tratamiento (solvente o niclosamida 1 pM) que contiene
medio. Después de 7 dias las células se observaron a microscopio 6ptimo a 10 X (vision general) y a un
aumento 40X (una sola colonia). (F) Cuantificacion de células formadas. Numero de colonias (de més de 4
células) se contaron y se normalizaron con las células HCT116-vector tratadas con solvente. Las
diferencias entre niclosamida vs células tratadas con solvente se analizaron con una prueba t de Student.
Los datos se presentan como media + DS (n>2) de por lo menos dos experimentos independientes
realizado cada uno por lo menos por duplicado.

Figura 4 Efecto de la niclosamida sobre las células de cancer de colon SW620, LS174T, SW480 y DLD-1.

(A) Expresion de S100A4 bajo tratamiento con niclosamida. Las células se trataron con niclosamida 1 pM
durante 24 horas. La expresion de S100A4 se analiz6 con gRT-PCR e immunotransferencia (A) Migracion
celular bajo el tratamiento con niclosamida. Las tasas de migracion de las células tratadas con niclosamida
1 uM durante 24 horas se determinaron en el ensayo de la camara de Boyden y los valores se normalizaron
para las células SW620 tratadas con solvente. (A) Invasion celular bajo el tratamiento con niclosamida. Las
células fueron sembradas en trans-pocillos cubiertos por Matrigel y tratadas con niclosamida 1 uM durante
24 horas. Las células invadieron la camara inferior donde se contaron y normalizaron a las células SW620
tratadas con solvente. Las diferencias entre solvente vs células tratadas con Niclosamida se analizaron con
una prueba t de Student. Los datos se presentan como media + DS de por lo menos dos experimentos
independientes realizado cada uno por triplicado. (A) Migracion dirigida bajo el tratamiento con niclosamida.
Las heridas de 300 uM de ancho se colocaron en monocapa confluyente al 60% de las células en el dia 1.
Las células se trataron diariamente con niclosamida 1 uM durante 4 dias. Las microfotografias del dia 4 se
presentan en la presente memoria como lineas negras que indican los margenes de una herida del dia 1;
las barras de escala representan 200 pM. Los datos de migracion dirigida que se muestran son
representativos de tres experimentos independientes. (E) Proliferacién celular adhesiva bajo el tratamiento
con niclosamida. Las células se trataron diariamente con niclosamida 1 uM. La cantidad de células viables
por pocillo se determina mediante el ensayo MTT. Crecimiento celular independiente de anclaje bajo
tratamiento con niclosamida. Las células se sembraron como células Unicas en agarosa al 0,33% (p/v) y
tratamiento (solvente o niclosamida 1 pM) que contiene medio. Después de 7 dias las células se
observaron a microscopio 6ptimo a 10 X (vision general) y a un aumento 40X (una sola colonia). (FG
Cuantificacion de células formadas. Numero de colonias (de mas de 4 células) se contaron y se
normalizaron con las células SW620 tratadas con solvente. Las diferencias entre solvente vs células
tratadas con Niclosamida se analizaron con una prueba t de Student. Los datos se presentan como media +
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DS de por lo menos dos experimentos independientes realizado cada uno por duplicado.

Figura 5 -Efecto de la niclosamida y sus derivados sobre la expresiéon de S100A4 y la movilidad celular
inducida por S100A4.

(A) Estructura quimica de la niclosamida y sus derivados. En las ilustraciones 2D la estructura de la
niclosamida se comparo con la estructura de los derivados de la niclosamida, marcado en circulos rellenos
0 cajas se afiaden los grupos quimicos, marcado en gris o en lineas discontinuas se eliminan los grupos
quimicos. En las ilustraciones en 3D las nubes grises representan una superficie de van der Waals, el rojo y
el azul indican cargas negativas y positivas, respectivamente. (B) Expresion de S100A4 bajo condiciones
tratadas. Las células HTC116 fueron tratadas con niclosamida 1 pM o con uno de los derivados de la
niclosamida durante 24 horas. La expresién de S100A4 se analiz6 por gRT-PCR e immunotransferencia (C)
Migracion celular bajo condiciones tratadas. Las células HCT116 fueron tratadas con niclosamida 1 uM o
uno de sus derivados durante 24 horas y la invasién celular se determiné mediante el ensayo de la camara
de Boyden. Las células migaron a la camara inferior donde se contaron y normalizaron al nUmero de células
HCT116 tratadas con solvente migradas. La comparacion de células tratadas con niclosamida o derivado vs
células tratadas con solvente se realizé mediante un andlisis de varianza de dos colas una via y una prueba
de comparacion mdltiple post hoc de Bonferroni. Los datos se presentan como media + DS de por lo menos
cuatro experimentos independientes realizado cada uno por duplicado.

Figura 6 Efecto de la niclosamida sobre la sefializacion WNT/CTNNB1 constitutivamente activa.

Para el andlisis de la via de WNT se aplicaron las células siguientes: Células HCT116 (heterocigotas para la
obtencidon de la funcién de CTNNB1 mutado; wt/mut), células HAB-68mut (deleccion mutante de HCT116, que solo
expresa la obtencion de la funcion mutada de CTNNB1: -/mut) y las células HAB-92wt (deleccién mutante de
HCT116, que solo expresa el tipo natural de CTNNB1: wt/-). (A) Efecto genotipo dependiente de CTNNB1 de
niclosamida sobre la expresiéon del gen indicador del factor de transcripcién LEF/TCF. Las células se trataron con
niclosamida 1 pM durante 24 horas. La expresién del gen indicador se determind a través de la medicion de la
actividad de la luciferasa. Para cada condicién y linea celular la expresion de TOPflash se normalizé a la expresion
de FOPflash. (B) Efecto genotipo CTNNB1 dependiente de niclosamida sobre la expresion de S100A4. Las células
se trataron con niclosamida 1 pM durante 24 horas. La expresion de S100A4 se analiz6 por qRT-PCR e
immunotransferencia (B) Efecto genotipo CTNNB1 dependiente de niclosamida sobre las tasas de migracion. Las
células fueron tratadas con niclosamidal pM durante 24 horas y la migracion celular se determind mediante el
ensayo de la camara de Boyden. Los datos se presentan como media + DS de por o menos tres experimentos
independientes. Las diferencias se analizaron mediante la prueba T de Student (n,s, no estadisticamente
significativo). (D) Localizacion nuclear de CTNNBL1 bajo el tratamiento con niclosamida. Los extractos nucleares de
las células HCT116 tratadas con las concentraciones indicadas de niclosamida durante 18 horas se analizaron por
inmunotransferencia. (E) Efecto de niclosamida sobre el complejo CTNNBL1/TCF. Los extractos nucleares de las
células HCT116 tratadas con las concentraciones indicadas de niclosamida durante 18 horas se analizaron por
EMSA para el sitio de union TCF del promotor S100A4. Los superdesplazamientos se realizaron por la adicion del
anticuerpo monocolonal anti-CTNNB1. (F) Presencia de CTNNB1 en el promotor S100A4 bajo tratamiento con
niclosamida. Las células HCT116 se trataron con niclosamida 1 pM durante 18 horas y se procesaron por el ensayo
ChIP. La cromatina soluble se inmunoprecipité con un anticuerpo monoclonal anti-CTNNB1 o un anticuerpo IgG
control no especifico. Los cebadores usados en la PCR amplificaron un fragmento de 167 pb del promotor S100A4 o
un fragmento de 149 pb del promotor FOS. La corriente verifico la integridad de la PCR. La secuencia del promotor
FOS a la que no se une CTNNB1 se us6 como control. Los datos son representativos de por lo menos dos
experimentos independientes.

Figura 7 Monitorizacion de la luminiscencia in vivo del efecto de la niclosamida sobre la metastasis en un
xenotransplante en raton.

(A) Captura de imagen de luminiscencia in vivo de la metéstasis bajo tratamiento con niclosamida. Las
células HCT116-CMVp-LUC que expresan la luciferasa de luciérnaga (Firefly) (LUC) se trasplantaron
intraesplenicamente en ratones (n=4 por grupo) seguido de un tratamiento intraperitoneal diaria con 20 mg
por kg de niclosamida. Para la captura de imagenes de luminiscencia, los ratones se anestesiaron los dias
indicados y se les administré intraperiotnealmente D-luciferina. El tiempo de exposicion para la captura de
las imagenes lateral y ventral fue de 20 segundos por imagen. La captura de imagen in situ y de 6rganos
aislados se realizé durante 1 segundo por tiempo de exposicién por imagen. La intensidad de la sefial de
las escalas de grises de las fotos (escala 256) se codificaron (desde la intensidad mas baja a la mayor:
azul, verde, amarillo, rojo, blanco) y se sobrepuso con el brillo del campo. (B) Nivel del ARNm de S100A4A
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en el tumor de bazo de ratones con xenotransplante tratados con niclosamida. Se diseccionaron los bazos
de ratones (n=9 por grupo) el dia 24. El tejido del tumor se crioseccioné para el aislamiento del ARN. El
nivel de ARN de S100A4 se midié por qRT-PCR y se expres6 como porcentaje del ratén control. Las
diferencias se analizaron mediante un analisis de varianza de dos colas una via y una prueba de
comparacién multiple post hoc de Bonferroni. Las barras representan media + DS. (C) Tamafio de las
metastasis hepaticas en ratones con xenoimplantes tratados con niclosamida. Se diseccioné el higado de
los ratones con xenotranplante (n=9 por grupo) tratados intreperitonealmente dos veces al dia con 15 mg
por kg o diariamente con 20 mg por kg niclosamida durante 24 dias. La metastasis se cuantifico por
puntuacion. Los datos se presentan como media + DS.

Figura 8 Efectos a largo plazo del tratamiento con niclosamida in vitro e in vivo.

(A) Expresion de S100A4 in vitro después de interrumpir el tratamiento con niclosamida. Las células HCT116 se
trataron diariamente con niclosamida 1 uM durante tres dias consecutivos, se eliminé el medio el dia 4, y se analiz6
la expresion de S100A4 24, 48 y 72 horas después de retirar la niclosamida. La expresion de S100A4 se analiz6 por
gRT-PCR e inmunotransferencia. (B) Migracion celular después de interrumpir el tratamiento con niclosamida. Las
tasas de migracioén de las células HCT116 tratadas como se describe en (A) se determinaron mediante el ensayo de
la camara de Boyden. Las diferencias entre control y células tratadas se analizaron con una prueba t de Student. (C)
Proliferacion celular dependiente de anclaje después de interrumpir el tratamiento con niclosamida. Las células
HCT116 se trataron con niclosamida 1 uM o solvente diariamente o niclosamida durante los primeros cinco dias y
solvente a partir del dia 5 (la flecha indica la interrupcién del tratamiento). La proliferacion celular se determiné
mediante el ensayo MTT. (D) Supervivencia global de los ratones tratados de forma continuada y discontinua con
niclosamida. Las células HCT116-CMVp-LUC se inyectaron intraesplénicamente en los ratones (n=6 por grupo). Los
ratones fueron tratados diariamente intraperiotnealmente ya sea con solvente o 20 mg por kg de niclosamida o
durante los primeros 24 dias con 20 mg por Kg de niclosamida seguido de solvente. La comparacion de las curvas
de supervivencia se realiz6 con una prueba de logrank: (E) Sefial de luminiscencia de las metéstasis hepéticas y de
tumores del bazo. Los ratones fueron inyectados con D-luciferina 10 minutos antes se habian diseccionado el higado
y el bazo y se habia obtenido una imagen durante 1 segundo de exposicién. La intensidad de la sefial de las escalas
de grises de las fotos (escala 256) se codifico por colores siendo el blanco la mayor intensidad. (F) Expresion de
ARNmM de S100A4 en los tumores de bazo. El tejido del tumor se criosecciond para el aislamiento del ARN. El nivel
de ARN de S100A4 se midié por qRT-PCR y se expres6 como porcentaje de los animales control. (G) Tamafio de
las metéastasis hepéticas en ratones tratados de forma continuada o discontinua con niclosamida. Las metastasis
hepaticas en los higados diseccionados se cuantificaron por puntuacion. Las barras representan media + DS. Las
diferencias se analizaron mediante un analisis de varianza de dos colas una via y una prueba de comparacion
multiple post hoc de Bonferroni.
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REIVINDICACIONES

1. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento para la inhibicién y/ reduccién de la
diseminacién del cancer metastasico, en el que dicha niclosamida o su derivado se selecciona de entre el grupo que

consiste en
Ct
H
H G
o}
NO,
G
]
O,N "%

NH>

0 compuestos en los que estan presentes otros halégenos en las posiciones ocupadas por Cl en dicha niclosamida o
sus derivados.

2. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun la reivindicacién 1, que comprende
la inhibicién y/o reduccion de la migracion e invasion de las células cancerosas.

3. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun la reivindicacion 1 o 2 para la
inhibicion y/o reduccion de la migracion e invasion celular dirigida por S100A4.

4. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun las reivindicaciones 1 a 3., en el que
el cancer se selecciona de entre el grupo que comprende cancer de mama, cancer de colon, carcinoma de ovario,
osteosarcoma, cancer cervical, cancer de préstata, cancer de pulmon, carcinoma sinovial, melanoma, piel, cancer de
pancreas, cancer relacionado con S100A4 u otro cancer todavia por determinar en el que los niveles de S100A4
estan elevados, sobrerregulados, mutados o alterados en su fisiologia cuando se compara con las células no
oncogénicas.

5. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segln por lo menos uno de las
reivindicaciones anteriores, en la que la niclosamida o sus derivados modulan el complejo TCF/proteina beta-
catenina.

6. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun por lo menos una de las

reivindicaciones anteriores, en la que dicha modulaciéon tiene como resultado una disminucién en el nivel de
transcripcion de S100A4.
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7. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun por lo menos una de las
reivindicaciones anteriores, en la que el paciente o grupo de pacientes a tratar se identifica mediante la expresion
aumentada de S100A4.

8. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun la reivindicacién anterior, en la que
el fluido corporal y/o tejido de un paciente a identificar se analiza para determinar los niveles de expresion de
S100A4.

9. Niclosamida o su derivado para el uso como medicamento segun por lo menos una de las
reivindicaciones anteriores, en la que la reduccion de la propagacion de las células metastasicas se produce ademas
por medio de moléculas de acido nucleico, preferentemente a través de acidos nucleicos con complementariedad
con el ARNm de los componentes de la via Wnt.

10. Composiciéon farmacéutica que comprende niclosamida o su derivado segin una de las
reivindicaciones anteriores para el uso como medicamento para la inhibicién y/o reduccién de la propagacion del
cancer metastésico.

11. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 10 que comprende por lo menos niclosamida o su
derivado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el que dicha composiciébn es una capsula, un
comprimido, un comprimido recubierto, un supositorio, un ungiiento, una crema, una solucién para inyeccion y/o una
solucién para infusion.

12. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 10 u 11, en la que la composicion comprende
niclosamida o su derivado y uno o mas farmacos quimioterapéuticos.

13. Niclosamida para el uso como medicamento segin una de las reivindicaciones anteriores para el
tratamiento de la metéstasis de cancer.

14. Niclosamida para el uso como medicamento segin una de las reivindicaciones anteriores para la
prevencion de formacién de la metéstasis en el cancer.
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Fig. 1
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Fig. 1 (cont)
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df bt
e
H
o 0
=1 [
|0JJUOD 8p %
VN Qd9D/PY00LE
o0

¥ L i L
e A & =

|0J}UOD Bp %,
Je|njao pepijiqeIA

100

30

Niclosamida [log uM]

0 01051015 2025

Niclosamida [uM]



ES 2647072 T3

Fig. 2 (cont)
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Fig. 2 (cont)
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Fig. 3
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Fig. 3 (cont)
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Fig. 4
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Fig. 4 (cont)

8
S 1001
©
©
g o
23 75+
=%
:'é w
°3 50-
TR
2
uE> 25-
=1
z

0

Niclosamida - + - + - + - +
SWE20 LS174T SW480 DLD-1

D Niclosamida

36



ES 2647072 T3

Fig. 4 (cont)
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Fig. 4 (cont)
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Fig. 5
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Fig. 5 A (cont)
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Fig. 5 A (cont)
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Fig. 5 (cont)
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Fig. 6
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Fig. 6 (cont)
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Fig. 6 (cont)
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Fig. 7
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Fig. 7 (cont)
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Fig. 8
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Fig. 8 (cont)
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Fig. 8 (cont)
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