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DESCRIPCION
Dendrogenina A y agentes antineoplasicos para el tratamiento de tumores quimiosensibles o quimiorresistentes
Sector de la técnica
La presente invencion se refiere al tratamiento del cancer.

Mas concretamente, la presente invencidén se refiere a un kit de piezas que comprende 5a-hidroxi-6p-[2-(1H-
imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un agente antineoplasico
para su uso en el tratamiento del cancer.

Ademas, la presente invencidon se refiere a 5a-hidroxi-6p-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso para el tratamiento de un cancer quimiorresistente.

Estado de la técnica

El tratamiento del cancer implica cirugia, radioterapia y quimioterapia, que se pueden usar solas o en combinacion,
ya sea simultanea o secuencialmente.

La quimioterapia emplea agentes antineoplasicos que son farmacos que previenen o inhiben la maduracién y la
proliferacion de los neoplasmas. Los agentes antineoplasicos funcionan mediante la direccion eficaz hacia las
células de rapida division. Como los agentes antineoplasicos afectan a la divisién celular, los tumores con fracciones
de alto crecimiento (tales como la leucemia mieloide aguda y los linfomas agresivos, incluyendo la enfermedad de
Hodgkin) son mas sensibles a la quimioterapia, pues una mayor proporcion de las células diana estan
experimentando division celular en cualquier momento. Los tumores malignos con tasas de crecimiento mas lentas,
tales como los linfomas indolentes, tienden a responder a la quimioterapia de forma mucho mas modesta.

Sin embargo, el desarrollo de la quimiorresistencia es un problema que persiste durante el tratamiento de
quimioterapia. Por ejemplo, el tratamiento convencional de la leucemia mieloide aguda (AML) comprende la
administracion combinada de citarabina con una antraciclina, tal como daunorrubicina. La tasa de supervivencia
global a los 5 afios es del 40 % en los adultos jovenes y en torno al 10 % en los pacientes de edad avanzada. Las
tasas de respuesta varian de manera espectacular con el envejecimiento, del 40 % al 55 % en pacientes mayores de
60 afios y del 24 % al 33 % en pacientes mayores de 70 afos. Esto es incluso peor para los ancianos con perfiles
citogenéticos adversos, y la muerte en los 30 dias siguientes al tratamiento varia del 10 % a 50 % a medida que
avanza la edad y el empeoramiento. Ademas, la restriccién del uso de estas moléculas también se debe a los
efectos secundarios y, en particular, la aparicion de toxicidad cardiaca cronica (vinculada a las antraciclinas). La tasa
de mortalidad toxica relacionada con la quimioterapia intensiva es del 10 al 20 % en pacientes mayores de 60 afios.

Con este perfil de riesgo-beneficio de la pauta convencional, solo el 30 % de las personas de edad avanzada con
LMA recién diagnosticada recibe quimioterapia antineoplasica. En las ultimas décadas, solo habia una modesta
mejora de los resultados para los pacientes mas jovenes con LMA, pero para ninguno de los adultos mayores de 60
afos (la mayoria de los pacientes con LMA). Estos datos subrayan la necesidad de una nueva combinacion de
enfoques tanto para reducir las pautas posolégicas de los agentes antineoplasicos como para tratar los tumores
quimiosensibles y evitar la resistencia de los tumores quimiorresistentes hacia el agente antineoplasico.

Se tienen que resolver dos problemas principales para alcanzar estos objetivos: 1) la quimiorresistencia; 2) la
toxicidad intrinseca de los farmacos antineoplasicos.

Se han propuesto diversas hipotesis para explicar el fendmeno de la quimiorresistencia. Las hipétesis incluyen la
modificacién del transporte del farmaco a través de la membrana plasmatica, las respuestas genéticas, la mejora de
la reparacion del ADN, la alteracion en moléculas diana, el acceso a las células diana, los efectos metabdlicos y los
factores de crecimiento. Recientemente, se han identificado pequefias bombas en la superficie de las células
cancerosas que mueven activamente los farmacos quimioterapéuticos desde el interior de la célula hacia el exterior.
Actualmente, hay en curso una investigacion sobre la p-glicoproteina y otras de dichas bombas de evacuacién de la
quimioterapia. Se han explorado los medicamentos que inhiben la funcién de la p-glicoproteina para mejorar la
eficacia de la quimioterapia. Sin embargo, este enfoque ha fallado durante la evaluacién clinica. (Kolitz J. E. et al,
Blood 2010; Burnett A. K. et al., Br J Hematol 2009).

Existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos regimenes de tratamiento para superar la quimiorresistencia de
los tumores o para aumentar la sensibilidad de los tumores a los farmacos antineoplasicos.

El compuesto farmacéuticamente activo 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol se conoce con el
nombre Dendrogenina A. Su formula estructural | es la siguiente:
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La dendrogenina A se desvela en el documento WO03/89449 y de Medina et al (J. Med. Chem., 2009 y Nature
Commun. 2013), y se ha demostrado que induce la muerte celular de diversas estirpes de células tumorales.
Silvente-Poirot Sandrine et al. (American Association for Cancer Research. Proceedings of the Annual Meeting,
EE.UU., 2009, vol. 50, 1 de abril 2009, pag.1130) se refiere al tratamiento del melanoma maligno con resistencia a la
dacarbazina con dendrogenina A. La dendrogenina A es el primer alcaloide esteroideo enddgeno identificado en los
mamiferos. Se establecié que la dendrogenina A se forma enzimaticamente en los tejidos extraidos de mamiferos, y
que es un inhibidor selectivo de la epdxido hidrolasa del colesterol (de Medina et al., Nature Communications, 2013).
La dendrogenina A induce la diferenciacion de las células tumorales y la infiltracion de las células inmunes. Las
propiedades de la dendrogenina A y su nivel reducido en los tumores sugieren una funcion fisiolégica en el
mantenimiento de la integridad y la diferenciacion celulares.

Sorprendentemente, los presentes inventores han encontrado que la dendrogenina A es capaz de restablecer la
sensibilidad de los tumores que son quimiorresistentes a un agente antineoplasico o de aumentar los efectos de los
agentes antineoplasicos hacia los tumores, lo que permite, a su vez, la reduccion de la dosis citotdxica eficaz de los
agentes antineoplasicos contra los tumores quimiosensibles.

Objeto de la invencidn

El objeto de la presente invencion es un kit de piezas que comprende 5a-hidroxi-6p-[2-(1H-imidazol-4-
il)etilamino]colestan-3f-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un agente antineoplasico para su uso
en el tratamiento del cancer.

En una realizacion, el cancer es adenocarcinoma acinar, carcinoma acinar, melanoma acral-lentiginoso, queratosis
actinica, adenocarcinoma, carcinoma adenoquistico, carcinoma adenoescamoso, carcinoma anexial, tumor de resto
suprarrenal, carcinoma adrenocortical, carcinoma secretor de aldosterona, sarcoma alveolar de piezas blandas,
melanoma amelandético, carcinoma de tiroides ameloblastico, angiosarcoma, carcinoma apocrino, tumor de Askin,
astrocitoma, carcinoma de células basales, carcinoma basaloide, carcinoma de células basoescamosas, cancer
biliar, cancer de hueso, cancer de médula 6sea, sarcoma botrioide, cancer de cerebro, cancer de mama, carcinoma
bronquioalveolar, adenocarcinoma broncogénico, carcinoma broncogénico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico,
cancer cervical, cloroma, carcinoma colangiocelular, condrosarcoma, coriocarcinoma, carcinoma del plexo coroideo,
adenocarcinoma de células claras, cancer de colon, cancer colorrectal, comedocarcinoma, carcinoma productor de
cortisol, carcinoma de células cilindricas, liposarcoma desdiferenciado, adenocarcinoma ductal de la proéstata,
carcinoma ductal, carcinoma ductal in situ, cancer duodenal, carcinoma ecrino, carcinoma embrionario, carcinoma
de endometrio, carcinoma del estroma endometrial, sarcoma epitelioide, cancer esofagico, sarcoma de Ewing,
carcinoma exofitico, sarcoma fibroblastico, fibrocarcinoma, carcinoma fibrolamelar, fibrosarcoma, carcinoma folicular
de tiroides, cancer de vesicula biliar, adenocarcinoma gastrico, carcinoma de células gigantes, sarcoma de células
gigantes, tumor de hueso de células gigantes, glioma, glioblastoma multiforme, carcinoma de células granulosas,
cancer de cabeza y cuello, hemangioma, hemangiosarcoma, hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma
de células Hirthle, cancer ileal, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma inflamatorio de la mama, carcinoma
intraductal, carcinoma intraepidérmico, cancer de yeyuno, sarcoma de Kaposi, tumor de Krukenberg, carcinoma de
células Kulchitsky, sarcoma de células Kupffer, carcinoma de células grandes, cancer de laringe, melanoma maligno
de léntigo, liposarcoma, cancer de higado, carcinoma maligno lobular, carcinoma lobular in situ, cancer de pulmén,
linfoepitelioma, linfoepitelioma, linfosarcoma, melanoma maligno, carcinoma medular, carcinoma medular de tiroides,
meduloblastoma, carcinoma meningeo, carcinoma de células de Merkel, carcinoma micropapilar, sarcoma de células
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mixtas, carcinoma mucinoso, carcinoma mucoepidermoide, melanoma de mucosa, liposarcoma mixoide,
mixosarcoma, carcinoma nasofaringeo, nefroblastoma, neuroblastoma, melanoma nodular, cancer renal de células
no claras, cancer de pulmén no microcitico, carcinoma de células de avena, melanoma ocular, cancer oral,
carcinoma osteoide, osteosarcoma, cancer de ovario, carcinoma de Paget, cancer de pancreas, pancreatoblastoma,
adenocarcinoma papilar, carcinoma papilar, carcinoma papilar de tiroides, cancer pélvico, carcinoma periampular,
tumor filoide, cancer de hipdfisis, liposarcoma pleomorfico, blastoma pleuropulmonar, carcinoma intraéseo primario,
cancer de prostata, cancer rectal, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma de
células redondas, cancer en cicatriz, cancer de vejiga esquistosomal, carcinoma de Schneider, carcinoma sebaceo,
carcinoma de células en anillo de sello, cancer de piel, cancer de pulmén microcitico, osteosarcoma microcitico,
sarcoma de tejido blando, carcinoma de células fusiformes, sarcoma de células fusiformes, carcinoma de células
escamosas, cancer de estébmago, melanoma de extension superficial, sarcoma sinovial, sarcoma telangiectatico,
carcinoma del conducto terminal, cancer testicular, cancer de tiroides, carcinoma de células de transicion, carcinoma
tubular, melanoma tumorigénico, carcinoma indiferenciado, adenocarcinoma uracal, cancer de vejiga urinaria, cancer
de utero, carcinoma del cuerpo uterino, melanoma uveal, cancer vaginal, carcinoma verrugoso, carcinoma de las
vellosidades, liposarcoma bien diferenciado, tumor de Wilm o tumor de saco vitelino.

En una realizacion, el kit de piezas de la invencién es para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente con un
tumor que es quimiorresistente a dicho agente antineoplasico cuando no se administra en combinacién con 5a-
hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo a dicho
paciente.

En otra realizacion, el kit de piezas de la invencién es para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente con
un tumor que es quimiosensible a dicho agente antineoplasico, y la dosis de agente antineoplasico que se administra
a dicho paciente en combinacion con 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo es inferior a la dosis de agente antineoplasico que se administra cuando no
se administra en combinacién con 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3-ol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo a dicho paciente.

En una realizacion mas particular, el cancer es un cancer hematoldgico o cancer sanguineo tal como la leucemia, en
particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma, en particular, linfoma de no Hodgkin o
mieloma multiple.

En una realizacién, el agente antineoplasico es un agente que dafa el ADN tal como camptotecina, irinotecan,
topotecan, amsacrina, etopdsido, fosfato de etopdsido, tenipésido, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino,
ciclofosfamida, clorambucilo, clormetina, busulfan, treosulfan o tiotepa, un antibiético antitumoral tal como
daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitoxantrona, valrubicina, actinomicina D, mitomicina,
bleomicina o plicamicina, un antimetabolito tal como 5-fluorouracilo, citarabina, fludarabina o metotrexato, un
antimitotico tal como paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vindesina o vinorelbina, o agentes antineoplasicos
diversos, tales como bortezomib, acido all-trans retinoico o trioxido de arsénico, o un producto combinado de los
mismos.

En una realizacion, el agente antineoplasico es daunorrubicina combinada con citarabina.
En una realizacion, el agente antineoplasico es fluorouracilo combinado con cisplatino.
En una realizacién, el agente antineoplasico es triéxido de arsénico combinado con acido all-frans retinoico.

En una realizacién, el 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3B-ol o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo y el agente antineoplasico se administran simultaneamente.

En una realizacién, el 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3B-ol o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo y el agente antineoplasico se administran secuencialmente.

Otro objeto de la presente invencion es 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso para el tratamiento de un cancer quimiorresistente.

En una realizacion, dicho cancer es quimiorresistente a la daunorrubicina, citarabina, fluorouracilo, cisplatino, acido
all-trans retinoico, trioxido de arsénico, bortezomib, o una combinacién de los mismos.

Descripcion de las figuras
En las figuras, se usan las siguientes abreviaturas:
MTT = Bromuro de metiltiazolildifenil-tetrazolio

Conc. = concentracién
DNR o Dauno = Daunorrubicina
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Arac = Citarabina

5-FU = 5-Fluorouracilo

CisP = Cisplatino

DDA = Dendrogenina A

bort. = Bortezomib

ATO = trioxido de arsénico
ATRA = &cido all-trans retinoico

La Fig. 1 es un diagrama de curva que muestra el efecto de la daunorrubicina sobre la viabilidad celular de las
estirpes celulares de cancer MV4-11, KG1, KG1 a y HL60.

La Fig. 2 es un diagrama de curva que muestra el efecto de la citarabina sobre la viabilidad celular de las estirpes
celulares de cancer MV4-11, KG1, KG1 a y HL60.

La Fig. 3 es un diagrama de curva que muestra el efecto del 5-fluorouracilo sobre la viabilidad celular de las
estirpes celulares de cancer 5-MV4, 11, KG1a y KG1a.

La Fig. 4 es un diagrama de curva que muestra el efecto del cisplatino sobre la viabilidad celular de las estirpes
celulares de cancer MV4-11, KG1, KG1a y HL60.

La Fig. 5 es un diagrama de curva que muestra el efecto de la dendrogenina A sobre la viabilidad celular de las
estirpes celulares de cancer MV4-11, KG1, KG1a y HL60.

La Fig. 6A es un diagrama de barras que muestra la induccion de la muerte celular de Dendrogenina A y
citarabina en combinacion en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a.

La Fig. 6B es un diagrama de barras que muestra la induccion de la muerte celular de Dendrogenina A y
Daunorrubicina en combinacién en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a.

La Fig. 7A es un diagrama de barras que muestra la induccion de la muerte celular del farmaco de Dendrogenina
Ay Citarabina en combinacion en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1.

La Fig. 7A es un diagrama de barras que muestra la induccion de la muerte celular del farmaco de Dendrogenina
Ay Daunorrubicina en combinacion en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1.

La Fig. 8A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y
daunorrubicina (relacion molecular de 25:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer
quimiorresistente KG1a.

La Fig. 8B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y daunorrubicina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer quimiorresistente
KG1a.

La Fig. 8C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacion (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a para la asociacién de dendrogenina A vy
daunorrubicina.

La Fig. 9A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y citarabina
sobre la viabilidad de la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a.

La Fig. 9B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina (relacion molar de 5:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer
quimiorresistente KG1a.

La Fig. 9C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinaciéon (IC) sobre la viabilidad
celular de la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a para la combinacion de Dendrogenina A y
Citarabina.

La Fig.10A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y
Daunorrubicina (relacién molecular de 25:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco KG1.

La Fig. 10B es una representacion isobologrdmica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Daunorrubicina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
KG1.
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La Fig. 10C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacion de Dendrogenina A y
Daunorrubicina.

La Fig.11A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y
Daunorrubicina (relacion molecular de 25:1) sobre la viabilidad celular en la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco MV4-11.

La Fig. 11B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Daunorrubicina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
MV4-11.

La Fig. 11C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco MV4-11 para la combinaciéon de Dendrogenina A y
Daunorrubicina.

La Fig. 12A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y Citarabina
(relacién molecular de 5:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 12B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 12C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacion de Dendrogenina A y
Citarabina.

La Fig.13A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinaciéon de Dendrogenina A y Citarabina
(relacion molecular de 5:1) sobre la viabilidad celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco MV4-11.

La Fig. 13B es una representacion isobologrdmica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco MV4-
11.

La Fig. 13C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco MV4-11 para la combinaciéon de Dendrogenina A y
Citarabina.

La Fig.14A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y 5-
fluorouracilo (relacion molecular de 1:154) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco HL60.

La Fig. 14B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
HL60.

La Fig. 14C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer HL60 para la combinacién de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo.

La Fig.15A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y 5-
fluorouracilo (relacion molecular de 1:154) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer KG1.

La Fig. 15B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
KG1.

La Fig. 15C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacion de Dendrogenina A y 5-
Fluorouracilo.

La Fig.16A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y 5-
fluorouracilo (relacién molecular de 1:154) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer
quimiorresistente KG1a.

La Fig. 16B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer quimiorresistente
KG1a.
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La Fig. 16C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1 para la combinacion de Dendrogenina A y 5-
Fluorouracilo.

La Fig. 17A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y Cisplatino
(relacién molecular de 1:1,33) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60.

La Fig. 17B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL6O.

La Fig. 17C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacion (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al formaco HL60 para la combinacion de Dendrogenina A y
Cisplatino.

La Fig. 18A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y Cisplatino
(relacién molecular de 1:1,33) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 18B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 18C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacién de Dendrogenina A y
Cisplatino.

La Fig. 19A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinaciéon de Dendrogenina A y Cisplatino
(relacién molecular de 1:1,33) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a.

La Fig. 19B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Cisplatino sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a.

La Fig. 19C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer quimiorresistente KG1a para la combinacion de Dendrogenina A y
Cisplatino.

La Fig. 20A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y Bortezomib
(relacion molecular de 100:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 20B es una representacion isobologrdmica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Bortezomib sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 20C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacién de Dendrogenina A y
Bortezomib.

La Fig. 21A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y Bortezomib
(relacién molecular de 100:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60.

La Fig. 21B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y Bortezomib sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60.

La Fig. 21C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60 para la combinacion de Dendrogenina A y
Bortezomib.

La Fig. 22A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y tridxido de
arsénico (relacion molecular de 1:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
KG1.

La Fig. 22B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y triéxido de arsénico sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco KG1.

La Fig. 22C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinaciéon de Dendrogenina Ay triéxido
de arsénico.
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La Fig. 23A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A vy tridéxido
arsénico (relacion molecular de 1:1) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
HL60.

La Fig. 23B es una representacion isobologrdmica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y trioxido de arsénico sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco HL60.

La Fig. 23C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60 para la combinacion de Dendrogenina A y
trioxido de arsénico.

La Fig. 24A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y ATRA
(relacion molecular de 1:2) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HLG0.

La Fig. 24B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y ATRA sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60.

La Fig. 24C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco HL60 para la combinacién de Dendrogenina A y ATRA.

La Fig. 25A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacién de Dendrogenina A y ATRA
(relacién molecular de 1:2) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 25B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y ATRA sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1.

La Fig. 25C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacion (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco KG1 para la combinacién de Dendrogenina A y ATRA.

La Fig. 26A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y 5-
fluorouracilo (relacion molecular de 1:154) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco Mcf7.

La Fig. 26B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
Mcf7.

La Fig. 26C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco Mcf7 para la combinacién de Dendrogenina A y 5-
Fluorouracilo.

La Fig. 27A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinaciéon de Dendrogenina A y 5-
fluorouracilo (relacion molecular de 1:154) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al
farmaco SKMel28.

La Fig. 27B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
SKMel28.

La Fig. 27C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco SKMel28 para la combinaciéon de Dendrogenina A y 5-
Fluorouracilo.

La Fig. 28A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina A y Cisplatino
(relacién molecular de 1:1,33) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer resistente al farmaco
Mcf7.

La Fig. 28B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinacion de
Dendrogenina A y Citarabina sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer resistente al farmaco Mcf7.

La Fig. 28C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer resistente al farmaco Mcf7 para la combinacién de Dendrogenina A y
Cisplatino.
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La Fig. 29A es un diagrama de curva que muestra el efecto de la combinaciéon de Dendrogenina A y Cisplatino
(relacion molecular de 1:1,33) sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
SKMel28.

La Fig. 29B es una representacion isobologramica que muestra el efecto sinérgico de la combinaciéon de
Dendrogenina A y Cisplatino sobre la viabilidad celular de la estirpe celular de cancer sensible al farmaco
SKMel28.

La Fig. 29C es un diagrama de curva que muestra los valores del indice de combinacién (IC) sobre la viabilidad
celular en la estirpe celular de cancer sensible al farmaco SKMel28 para la combinacién de Dendrogenina A y
Cisplatino.

La Fig. 30 es una representacioén grafica de dispersion que muestra el efecto de la combinacion de Dendrogenina
A 'y Daunorrubicina sobre la viabilidad celular de la leucemia mieloide aguda cariotipica y fenotipicamente distinta
de pacientes.

Descripcion detallada de la invencidén

Un objeto de la presente invencién es un kit de piezas que comprende 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]
colestan-33-ol (Dendrogenina A) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un agente antineoplasico para
su uso en el tratamiento del cancer.

Por "kit de piezas" se entiende un preparado combinado en el que los principios activos estan separados fisicamente
para su uso en una terapia combinada mediante la administracion simultanea o la administracién secuencial al
paciente.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, se administran Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma y el agente antineoplasico al paciente en una forma separada, ya sea simultanea o
secuencialmente, para el tratamiento del cancer.

Como se usa en el presente documento, el término "cancer" se refiere a la afeccion fisioldgica en sujetos que se
caracteriza por un crecimiento celular no regulado o mal regulado o la muerte. El término "cancer" incluye tumores
sélidos y tumores de origen sanguineo, bien malignos o benignos.

La presente invencién se refiere al tratamiento de canceres quimiorresistentes, asi como al tratamiento de canceres
quimiosensibles.

Por "cancer quimiorresistente" se entiende un cancer en un paciente donde la proliferacion de las células cancerosas
no se puede prevenir o inhibir por medio de un agente antineoplasico o una combinacion de agentes antineoplasicos
usados, en general, para tratar dicho cancer, a una dosis aceptable para el paciente. Los tumores pueden ser
intrinsecamente resistentes antes de la quimioterapia, o la resistencia puede ser adquirida durante el tratamiento por
los tumores que inicialmente son sensibles a la quimioterapia.

Por "cancer quimiosensible", se entiende un cancer en un paciente que es sensible a los efectos de un agente
antineoplasico, es decir, donde la proliferacion de las células cancerosas se puede prevenir por medio de dicho
agente antineoplasico a una dosis aceptable para el paciente.

Por "dosis aceptable para el paciente" se entiende una dosis que no causa la detencion del tratamiento debido a
efectos secundarios.

Los ejemplos de cancer incluyen, pero sin limitacion:

adenocarcinoma acinar, carcinoma acinar, melanoma acral-lentiginoso, queratosis actinica, adenocarcinoma,
carcinoma adenoquistico, carcinoma adenoescamoso, carcinoma anexial, tumor de resto suprarrenal, carcinoma
adrenocortical, carcinoma secretor de aldosterona, sarcoma alveolar de partes blandas, melanoma amelanético,
carcinoma de tiroides ameloblastico, angiosarcoma, carcinoma apocrino, tumor de Askin, astrocitoma, carcinoma
de células basales, carcinoma basaloide, carcinoma de células basoescamosas, cancer biliar, cancer de hueso,
cancer de médula ésea, sarcoma botrioide, cancer de cerebro, cancer de mama, carcinoma bronquioalveolar,
adenocarcinoma broncogénico, carcinoma broncogénico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico, cancer cervical,
cloroma, carcinoma colangiocelular, condrosarcoma, coriocarcinoma, carcinoma del plexo coroideo,
adenocarcinoma de células claras, cancer de colon, cancer colorrectal, comedocarcinoma, carcinoma productor
de cortisol, carcinoma de células cilindricas, liposarcoma desdiferenciado, adenocarcinoma ductal de la préstata,
carcinoma ductal, carcinoma ductal in situ, cancer duodenal, carcinoma ecrino, carcinoma embrionario,
carcinoma de endometrio, carcinoma del estroma endometrial, sarcoma epitelioide, cancer esofagico, sarcoma
de Ewing, carcinoma exofitico, sarcoma fibroblastico, fibrocarcinoma, carcinoma fibrolamelar, fibrosarcoma,
carcinoma folicular de tiroides, cancer de vesicula biliar, adenocarcinoma gastrico, carcinoma de células
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gigantes, sarcoma de células gigantes, tumor de hueso de células gigantes, glioma, glioblastoma multiforme,
carcinoma de células granulosas, cancer de cabeza y cuello, hemangioma, hemangiosarcoma, hepatoblastoma,
carcinoma hepatocelular, carcinoma de células Hiirthle, cancer ileal, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma
inflamatorio de la mama, carcinoma intraductal, carcinoma intraepidérmico, cancer de yeyuno, sarcoma de
Kaposi, tumor de Krukenberg, carcinoma de células Kulchitsky, sarcoma de células Kupffer, carcinoma de células
grandes, cancer de laringe, melanoma maligno de léntigo, liposarcoma, cancer de higado, carcinoma maligno
lobular, carcinoma lobular in situ, cancer de pulmédn, linfoepitelioma, linfoepitelioma, linfosarcoma, melanoma
maligno, carcinoma medular, carcinoma medular de tiroides, meduloblastoma, carcinoma meningeo, carcinoma
de células de Merkel, carcinoma micropapilar, sarcoma de células mixtas, carcinoma mucinoso, carcinoma
mucoepidermoide, melanoma de mucosa, liposarcoma mixoide, mixosarcoma, carcinoma nasofaringeo,
nefroblastoma, neuroblastoma, melanoma nodular, cancer renal de células no claras, cancer de pulmén no
microcitico, carcinoma de células de avena, melanoma ocular, cancer oral, carcinoma osteoide, osteosarcoma,
cancer de ovario, carcinoma de Paget, cancer de pancreas, pancreatoblastoma, adenocarcinoma papilar,
carcinoma papilar, carcinoma papilar de tiroides, cancer pélvico, carcinoma periampular, tumor filoide, cancer de
hipdfisis, liposarcoma pleomoérfico, blastoma pleuropulmonar, carcinoma intradseo primario, cancer de prostata,
cancer rectal, carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma de células redondas,
cancer en cicatriz, cancer de vejiga esquistosomal, carcinoma de Schneider, carcinoma sebaceo, carcinoma de
células en anillo de sello, cancer de piel, cancer de pulmdn microcitico, osteosarcoma microcitico, sarcoma de
tejido blando, carcinoma de células fusiformes, sarcoma de células fusiformes, carcinoma de células escamosas,
cancer de estdbmago, melanoma de extension superficial, sarcoma sinovial, sarcoma telangiectatico, carcinoma
del conducto terminal, cancer testicular, cancer de tiroides, carcinoma de células de transicion, carcinoma
tubular, melanoma tumorigénico, carcinoma indiferenciado, adenocarcinoma uracal, cancer de vejiga urinaria,
cancer de utero, carcinoma del cuerpo uterino, melanoma uveal, cancer vaginal, carcinoma verrugoso, carcinoma
de las vellosidades, liposarcoma bien diferenciado, tumor de Wilm o tumor de saco vitelino.

En una realizacién, el cancer es melanoma, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, liposarcoma, mieloma y
leucemia o tumores malignos linfoides. Mas ejemplos particulares de dichos canceres incluyen cancer de células
escamosas (por ejemplo, cancer de células escamosas epiteliales), cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén
microcitico, cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso del pulmén,
cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estdmago incluyendo cancer gastrointestinal,
cancer pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma,
cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de
las glandulas salivales, cancer de rifién o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma
hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, melanoma agresivo o metastasico, asi como cancer de cabeza y
cuello.

La presente invencion se refiere mas en particular al cancer hematolégico o cancer sanguineo tal como la leucemia,
en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma, en particular, linfoma de no Hodgkin o
mieloma muiltiple.

Como se usa en el presente documento, la expresidon "agente antineoplasico”" se refiere a un farmaco o una
combinacioén de farmacos que previene o inhibe la maduracion y la proliferaciéon de los tumores.

Los agentes antineoplasicos se clasifican de acuerdo con su modo de accién. Las diversas clases de agentes
antineoplasicos incluyen, en particular, agentes que dafian el ADN, antibidticos antitumorales, antimetabolitos,
antimitoticos y agentes antineoplasicos diversos.

Los agentes que danan el ADN incluyen agentes alquilantes y los inhibidores de la topoisomerasa.

Los inhibidores de topoisomerasa (codigo LO1CB y LO1XX de la Anatomical Therapeutic Chemical Classification
(ATC)) son agentes que bloquean las topoisomerasas de tipo | o de tipo Il interfiriendo asi con tanto la transcripcion
y la replicacién del ADN por desajustar el superenrollamiento del ADN apropiado. Los ejemplos de inhibidores de la
topoisomerasa de tipo | incluyen camptotecinas, irinotecan y topotecan. Los ejemplos de inhibidores de tipo Il
incluyen amsacrina, etopoésido, fosfato de etopoésido y tenipésido.

Los agentes alquilantes (codigo ATC LO1A) se denominan asi debido a su capacidad para alquilar muchos grupos
funcionales nucledfilos en condiciones presentes en las células. Estos alteran la funcién celular mediante la
formaciéon de enlaces covalentes con los grupos amino, carboxilo, sulfhidrilo y fosfato en las moléculas
biolégicamente importantes. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen ciclofosfamida, clorambucilo, clormetina,
busulfan, treosulfan, tiotepa y compuestos de platino, tales como cisplatino, carboplatino, oxaliplatino.

Los antibidticos antitumorales incluyen principalmente antraciclinas (cédigo ATC: LO1DB) tales como daunorrubicina,

doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitoxantrona o valrubicina, y otros antibidticos antitumorales (cédigo ATC:
LO1DC) tales como la actinomicina D, mitomicina, bleomicina o plicamicina.
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Los antimetabolitos (codigo ATC L01B) son similares en estructura a compuestos de origen natural que se requieren
para la viabilidad y la divisiéon de una célula. La eficacia de los antimetabolitos mas importantes contra una seleccion
de células tumorales se basa en la inhibicion de via de sintesis de nucledsidos de purina o pirimidina que se
requieren para la sintesis del ADN.

Los antimetabolitos se pueden dividir en varias clases, incluyendo los antagonistas de folato tales como metotrexato,
antagonistas de purina tales como fludarabina y antagonistas de pirimidina tales como fluorouracilo y citarabina.

Los antimitéticos incluyen taxanos y alcaloides de la vinca.

Los taxanos (codigo ATC: LO1CD) interfieren con los microtibulos. Bloquean el crecimiento celular deteniendo la
mitosis. Los ejemplos de taxanos incluyen paclitaxel y docetaxel.

Los alcaloides de la vinca (cédigo ATC: LO1CA) se unen a sitios especificos sobre la tubulina, inhibiendo el
ensamblaje de la tubulina en microtubulos (fase M del ciclo celular). Se derivan de la vinca de Madagascar,
Catharanthus roseus (anteriormente conocida como Vinca rosea).

Los ejemplos de alcaloides de la vinca son vincristina, vinblastina, vinorelbina, vindesina.

Los diversos agentes antineoplasicos incluyen, por ejemplo, Bortezomib, &cido all-trans retinoico y triéxido de
arsénico.

En una realizacién, el agente antineoplasico es un agente que dafia el ADN tal como camptotecina, irinotecan,
topotecan, amsacrina, etopdsido, fosfato de etopdsido, tenipdsido, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino,
ciclofosfamida, clorambucilo, clormetina, busulfan, treosulfan o tiotepa, un antibiético antitumoral tal como
daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, mitoxantrona, valrubicina, actinomicina D, mitomicina,
bleomicina o plicamicina, un antimetabolito tal como 5-fluorouracilo, citarabina, fludarabina o metotrexato, un
antimitético tal como paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vindesina o vinorelbina, o agentes antineoplasicos
diversos, tales como Bortezomib, acido all-trans retinoico o trioxido de arsénico, o un producto combinado de los
mismos.

En una realizacion, el agente antineoplasico es un producto combinado de al menos dos principios activos. Los dos
principios activos se pueden administrar por separado al paciente o administrarse en el mismo preparado.

En una realizacion, el agente antineoplasico es daunorrubicina combinada con citarabina.
En una realizacién, el agente antineoplasico es fluorouracilo combinado con cisplatino.
En una realizacion, el agente antineoplasico es trioxido de arsénico combinado con acido all-trans retinoico.

Las sales farmacéuticamente aceptables de Dendrogenina A incluyen (pero sin limitacion) sales de adicion de acido
formadas con un &acido, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en un acido inorganico, un acido
carboxilico o sulfénico alifatico aciclico que comprende no mas de 8 atomos de carbono, y un acido carboxilico o
sulfénico aromatico que comprende ningun grupo de mas de 4 arilos.

Los &cidos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido sulfurico, acido acético,
acido L-lactico (acido 2(S)-hidroxipropanoico), acido tartérico, acido L-malico, acido succinico, acido maldnico, acido
fumarico, acido glutarico, acido L-tartarico, acido D-tartarico, acido 2(S)-hidroxipropanoico, acido citrico, acido
malénico y &cido tartarico (D o L), acido mesilico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido 4-
metilbencenosulfénico y acido pamoico (acido 4,4'-metilenbis(3-hidroxi-2-naftoico)).

La presente invencion es util para el tratamiento de tumores quimiorresistentes, es decir, tumores para los que no es
eficaz un tratamiento con un agente antineoplasico. Los tumores pueden ser intrinsecamente quimiorresistentes o
desarrollar resistencia a la quimioterapia durante el tratamiento.

Por lo tanto, en una realizacion, se usa Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma en la
terapia combinada con un agente antineoplasico para restablecer la sensibilidad de un tumor que es resistente a
este agente antineoplasico, en particular, para restablecer la induccién de la muerte celular de este agente
antineoplasico.

Asi pues, en una realizacion, el kit de piezas de la invencion es para su uso en el tratamiento del cancer en un
paciente con un tumor que es quimiorresistente a dicho agente antineoplasico cuando no se administra en
combinacion con 5a-hidroxi-6p-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo a dicho paciente.
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En otra realizaciéon, se usa Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma en la terapia
combinada con un agente antineoplasico para reducir la dosis eficaz de este agente antineoplasico. En esta
realizacién, la Dendrogenina A es capaz de potenciar el efecto terapéutico del agente antineoplasico y, por lo tanto,
se puede usar para limitar la toxicidad intrinseca de un agente antineoplasico a través de la reduccién de la dosis
eficaz, permitiendo de este modo, por ejemplo, el tratamiento de un paciente anciano que no sea inicialmente
elegible para el tratamiento con dicho agente antineoplasico.

Asi pues, en ofra realizacidn, el kit de piezas de la invencién es para su uso en el tratamiento del cancer en un
paciente con un tumor que es quimiosensible a dicho agente antineoplasico, y la dosis de agente antineoplasico que
se administra a dicho paciente en combinaciéon con 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3B-ol o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo es inferior a la dosis de agente antineoplasico cuando no se administra
en combinacién con 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo a dicho paciente.

De acuerdo con la presente invencion, la Dendrogenina A puede administrarse como una formulacién farmacéutica
en una cantidad terapéuticamente eficaz mediante cualquiera de los modos aceptados de administracion,
preferentemente por via intravenosa u oral.

Los intervalos de dosis adecuados normalmente son de 0,1 a 50.000 ug/kg de peso corporal al dia, preferentemente
de 1.000 a 40.000 pg/kg de peso corporal al dia, y lo mas preferentemente de 40.000 ug/kg de peso corporal al dia,
dependiendo de numerosos factores tales como la gravedad del cancer que va a tratarse, la edad y salud relativa del
sujeto, la via y la forma de administracion.

El agente antineoplasico se puede administrar como una formulacion farmacéutica de una manera convencional,
dependiendo del tipo de cancer que se vaya a tratar y de su gravedad, la edad y la salud relativa del sujeto, la
potencia del agente antineoplasico usado, la via y la forma de administracion, la indicacion hacia la que se dirige la
administracion, y las preferencias y experiencia del médico implicado. Un experto en la materia del tratamiento de
dichas enfermedades sera capaz, basandose en sus conocimientos personales, de evaluar la cantidad
terapéuticamente eficaz del agente antineoplasico de la presente invencion para un cancer dado.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender ingredientes convencionales en proporciones
convencionales, con o sin compuestos o principios activos adicionales, y las formas de dosificacion unitaria pueden
contener cualquier cantidad eficaz adecuada del principio activo proporcional al intervalo de dosis diario que se
pretende emplear.

En una realizaciéon, la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y el agente
antineoplasico se administran simultaneamente.

En otra realizacion, la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y el agente
antineoplasico se administran secuencialmente.

En una realizacién particular y preferida, la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma se
administra antes del agente antineoplasico.

En una determinada realizacién, la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma se
administra después del agente antineoplasico.

Otro objeto de la presente invencion es un método de tratamiento del cancer en un paciente que comprende
administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-
il)etilamino]colestan-33-ol (Dendrogenina A) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico, como se ha descrito anteriormente.

Otro objeto de la presente invencion es la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para
su uso en el tratamiento del cancer quimiorresistente, en el que la Dendrogenina A se usa como el Unico principio
activo, es decir, no en combinacién con ningun otro agente antineoplasico.

En una realizacion, dicho cancer es quimiorresistente a la daunorrubicina, citarabina, fluorouracilo, cisplatino, acido
all-trans retinoico, trioxido arsénico, bortezomib, o una combinacién de los mismos.

En una realizacion, dicho cancer quimiorresistente es un cancer hematoldgico o cancer sanguineo tal como la
leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma, en particular, linfoma de no
Hodgkin o mieloma muiltiple.

En una realizacion, dicho cancer no es melanoma metastasico resistente a la dacarbazina.
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En una realizacion, dicho cancer no es melanoma metastasico B16F10.

El melanoma metastasico B16F10 es un melanoma murino que no porta ninguna mutacioén en el gen Braf, en los
genes rasy en el gen p53.

En una realizacién, dicho cancer es un melanoma metastasico resistente a la dacarbazina y dicho cancer porta una
mutacion en el gen ras.

En una realizacién, dicho cancer es un melanoma metastasico resistente a la dacarbazina y dicho cancer porta una
mutacioén en el gen BRaf.

En una realizacién, dicho cancer es un melanoma metastasico resistente a la dacarbazina y dicho cancer porta una
mutacion en el gen p53.

En una realizacién, dicho cancer es un melanoma metastasico resistente a la dacarbazina y dicho cancer porta una
mutacion en los genes ras, en el gen BRafy en el gen p53.

Otro objeto de la presente invencidn es la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para
su uso en el tratamiento del cancer quimiorresistente humano, en el que la Dendrogenina A se usa como el unico
principio activo, es decir, no en combinacién con ningun otro agente antineoplésico.

En una realizacion, dicho cancer humano es quimiorresistente a la daunorrubicina, citarabina, fluorouracilo,
cisplatino, acido all-trans retinoico, trioxido de arsénico, bortezomib, o una combinacién de los mismos.

En una realizacion, dicho cancer quimiorresistente humano es un cancer hematoldgico o cancer sanguineo tal como
la leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma, en particular, linfoma de no
Hodgkin o mieloma muiltiple.

Otro objeto de la presente invencion es un método de tratamiento de un cancer quimiorresistente en un paciente que
comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-
il)etilamino]colestan-3B-ol (Dendrogenina A) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Otro objeto de la presente invencidn es la Dendrogenina A o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para
su uso en el tratamiento del cancer en un paciente tratado con un agente antineoplasico, en el que dicho cancer es
quimiorresistente a dicho agente antineoplasico.

En una realizacion, dicho cancer es quimiorresistente a la daunorrubicina, citarabina, fluorouracilo, cisplatino, acido
all-trans retinoico, trioxido de arsénico, bortezomib, o una combinacion de los mismos.

En una realizacion, dicho cancer quimiorresistente es un cancer hematoldgico o cancer sanguineo tal como la
leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma, en particular, linfoma de no
Hodgkin o mieloma muiltiple.

La presente invencion se dirige, en particular, al tratamiento de un paciente que tiene cancer y que esta
desarrollando una resistencia a un agente antineoplasico. En ese caso, se puede administrar Dendrogenina A en
sustitucion del agente antineoplasico al que el cancer es resistente o en combinacién para este agente
antineoplasico.

La presente invencion también se dirige a la mejora del tratamiento de un paciente que tiene cancer que esta
sometido a quimioterapia con un agente antineoplasico. En ese caso, se puede administrar Dendrogenina A en
combinacién con el agente antineoplasico con el fin de reducir la dosis de agente antineoplasico administrado al
paciente y, por lo tanto, de mejorar el tratamiento.

La invencion se describird ahora ademas en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se ofrecen para ilustrar la
invencion y, bajo ningun concepto, se deben ver como limitantes de la invencion.

Se disefiaron experimentos para adaptarlos a los métodos previamente descritos por Chou y Talalay para cuantificar
la sinergia de las combinaciones de farmacos (Chou Cancer Res 2010, y Chou y Talalay, Eur J biochem 1985). En
resumen, se determiné el efecto de los farmacos solos y en combinaciones para una escala logaritmica en base 3-5
de concentraciones de farmacos y con una proporcion constante entre los dos farmacos usados para el tratamiento
conjunto. Se sembraron células en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo
después de la siembra, durante 48 horas. Se determind la viabilidad celular con el ensayo de MTT. Las células se
centrifugaron 5 minutos a 1.200 rpm, se retir6 el medio, se afadieron 100 pl de solucién de MTT (1 mg/ml en PBS),
se incubaron durante 2 horas a 37 °C, se centrifugaron, se retir6 la solucién de MTT y se afiadi6 DMSO (100 pl) para
disolver el formazan purpura formado por las células vivas. Se determiné la absorbancia de la solucion a 540 nm.
Este procedimiento general se usé en los Ejemplos 1 a5y 8 a 25.
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Ejemplo 1

Efecto de la Daunorrubicina en la viabilidad celular de estirpes celulares de cancer fenotipica y genotipicamente
diferentes

Se sembraron células HL60, KG1, KG1a y MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se
trataron justo después de la siembra con dosis crecientes de daunorrubicina, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT de la siguiente manera: se centrifugaron las células 5 minutos a 1.200 rpm, se
retird el medio, se afiadieron 100 pl de solucién de MTT (1 mg/ml en PBS), se incubaron durante 2 horas a 37 °C, se
centrifugaron, se retird la solucién de MTT y se afiadi6 DMSO (100 ul) para disolver el formazan purpura formado
por las células vivas. Se determiné la absorbancia de la solucién a 540 nm.

El porcentaje de células viables en funcion de la concentracion de Daunorrubicina se representa en la Figura 1.

La Figura 1 muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes a la Daunorrubicina en comparacion con las
células KG1. Las células HL60 y MV4-11 tienden a ser tan sensibles como las células KG1 a la Daunorrubicina.

Ejemplo 2

Efecto de la Citarabina en la viabilidad celular de estirpes celulares de cancer fenotipica y genotipicamente
diferentes

Se sembraron células HL60, KG1, KG1a y MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se
trataron justo después de la siembra con dosis crecientes de citarabina, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

El porcentaje de células viables en funcion de la concentracion de Citarabina se representa en la Figura 2.

La Figura 2 muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes a la Citarabina en comparacion con las células
KG1, pero en menor grado que la Daunorrubicina. Las células HL60 y MV4-11 tienden a ser mas sensibles que las
células KG1 a la Citarabina.

Ejemplo 3

Efecto de 5-Fluorouracilo en la viabilidad celular de estirpes celulares de cancer fenotipica y genotipicamente
diferentes

Se sembraron células HL60, KG1, KG1a y MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se
trataron justo después de la siembra con dosis crecientes de 5-fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

El porcentaje de células viables en funcién de la concentracién de 5-Fluorouracilo se representa en la Figura 3.

La Figura 3 muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes al 5-Fluorouracilo en comparacion con las
células KG1, en el mismo grado que la Citarabina, pero en menor grado que la Daunorrubicina. Las células HL60 y
MV4-11 tienden a ser mas resistentes a 5-FU en comparacién con la Daunorrubicina o la Citarabina.

Ejemplo 4

Efecto del Cisplatino en la viabilidad celular de estirpes celulares de cancer fenotipica y genotipicamente diferentes
Se sembraron células HL60, KG1, KG1a y MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se
trataron justo después de la siembra con dosis crecientes de cisplatino, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

El porcentaje de células viables en funcion de la concentracion de Cisplatino se representa en la Figura 4.

La Figura 4 muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes al Cisplatino en comparacién con las células
KG1, pero en menor grado que la Daunorrubicina o la Citarabina. Las células HL60 son tan sensibles al Cisplatino
como a la Daunorrubicina y a la Citarabina, pero las células MV4-11 tienden a ser mas resistentes al Cisplatino en
comparacioén con la Daunorrubicina o la Citarabina.

Ejemplo 5

Efecto de la Dendrogenina A en la viabilidad celular de estirpes celulares de cancer fenotipica y genotipicamente

diferentes
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Se sembraron células HL60, KG1, KG1a y MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se
trataron justo después de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

El porcentaje de células viables en funcion de la concentracion de Dendrogenina A se representa en la Figura 5.

La Figura 5 muestra que las células KG1a tienden a ser tan sensibles como las células KG1 a la Daunorrubicina A,
mientras que las células KG1a tienden a ser resistentes a la Daunorrubicina, Citarabina, 5-Fluorouracilo y Cisplatino.
Ademas, las células MV4-11 y HL60 tienden a ser tan sensibles como las células KG1 y KG1a a la Dendrogenina A.
Estos resultados son indicativo de la capacidad de la Dendrogenina A para tratar los canceres quimiorresistentes.

La Tabla 1 proporciona los valores de Clso determinados usando los ensayos de viabilidad celular como se describe
en los Ejemplos 1 a 5 de los diferentes agentes antineoplasicos ensayados en estos ejemplos.

Tabla 1
Clso (uM)
Dendrogenina A | Citarabina | Daunorrubicina 5- Cisplatino
Fluororacilo

MV4-11 7,27 0,18 0,067 2156 7,20

Estirpe KG1 8,86 0,34 0,064 756 3,29
celular KG1a 13,2 1,53 1,08 3992 9,59
HL60 8,06 0,16 0,062 2448 3,29

Los datos de la Tabla 1 muestran que la Dendrogenina A es el farmaco que presenta la menor diferencia de Clso
entre las estirpes celulares quimiosensibles y quimiorresistentes. La proporcion de Clso de KG1a/KG1 es de 1,5 en
comparacién con 2,9 para el cisplatino, 4,5 para la citarabina, 5,3 para el 5-fluorouracilo y 17 para daunorrubicina.
Esto subraya que la Dendrogenina A es capaz de tratar tumores de manera eficiente, independientemente de su
estado de resistencia a otros agentes antineoplasicos. Por lo tanto, la Dendrogenina A puede ser un buen candidato
para el tratamiento de tumores que son resistentes a otros agentes antineoplasicos.

Ejemplo 6

La Dendrogenina A restablece la induccidon de muerte celular por la daunorrubicina y la citarabina en la estirpe
celular de cancer quimiorresistente KG1a.

En una placa de 6 micropocillos, se sembraron 0,5 x 108 células de la estirpe celular KG1a. El mismo dia, se
afadieron vehiculo Solvant o concentraciones diferentes de Dendrogenina A (concentraciones finales: 5 y 10 uM)
sola o en combinacién con Daunorrubicina (concentracion final: 0,5 uM) o citarabina (concentracion final: 1 uM) al
pocillo. Tras 48 horas de incubacién, se centrifugaron las suspensiones de células y se volvieron a suspender los
sedimentos celulares en la solucion de azul de tripano (0,25 % (p/v) en PBS) y se contaron en una celda de
Malassez bajo un microscopio optico. Los resultados se muestran en las Figuras Vla y VIb (Daunorrubicina y
Citarabina respectivamente).

La Figura 6A muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes a la Daunorrubicina, y que la Dendrogenina A
es capaz de abolir esta resistencia.

La Figura 6B muestra que las células KG1a tienden a ser resistentes a la Citarabina, y que la Dendrogenina A es
capaz de abolir esta resistencia.

Ejemplo 7

La Dendrogenina A aumenta la actividad citotoxica de la Daunorrubicina y la Citarabina en la estirpe celular de
cancer sensible al farmaco KG1.

En una placa de 6 micropocillos, se sembraron 0,5 x 108 células de la estirpe celular KG1. EI mismo dia, se
afadieron vehiculo Solvant o Dendrogenina A (concentraciones finales: 2,5 uM) al pocillo durante 24 horas. A
continuacién, se afadieron Daunorrubicina (concentracion final: 0,05, 0,1, 0,25 y 0,5 uM) o citarabina (concentracion
final: 0,1, 0,2, 0,5 y 1 uyM) a células KG1a. Tras cultivar las células durante 48 horas mas, se centrifugaron las
suspensiones de cultivo y se volvieron a suspender los sedimentos celulares en la solucion de azul de tripano
(0,25 % (p/v) en PBS) y se contaron en una celda de Malassez bajo un microscopio 6ptico. Los resultados se
muestran en la Fig. 7A 'y 7B (Daunorrubicina y Citarabina respectivamente).
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La Figura 7A muestra que las células KG1 tienden a ser sensibles a la Daunorrubicina en comparacién con las
células KG1a, y que la Dendrogenina A es capaz de aumentar esta sensibilidad.

La Figura 7B muestra que las células KG1 tienden a ser sensibles a la Citarabina en comparacion con las células
KG1a, y que la Dendrogenina A es capaz de aumentar esta sensibilidad.

Ejemplo 8

La actividad sinérgica de la asociacion de Dendrogenina A/Daunorrubicina en la estirpe celular quimiorresistente
KG1a

Se sembraron células KG1a en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Daunorrubicina, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y la Daunorrubicina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
quimiorresistente KG1a, como se muestra en las figuras 8a, 8b y 8c.

Ejemplo 9

La actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Citarabina en la estirpe celular quimiorresistente KG1a
Se sembraron células KG1a en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Citarabina, durante 48 horas. La viabilidad celular se

determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y la Citarabina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
quimiorresistente KG1a, como se muestra en las figuras 9a, 9b y 9c.

Ejemplo 10

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Daunorrubicina en la estirpe celular sensible al farmaco
citotdxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Daunorrubicina, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y la Daunorrubicina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 10a, 10b y 10c.

Ejemplo 11

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Daunorrubicina en la estirpe celular sensible al farmaco
citotoxica MV4-11

Se sembraron células MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo
después de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Daunorrubicina, durante 48 horas. La viabilidad
celular se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y la Daunorrubicina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco MV4-11, como se muestra en las figuras 11A, 11By 11C.

Ejemplo 12

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Citarabina en la estirpe celular sensible al farmaco
citotéxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Citarabina, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacién de la Dendrogenina A y la Citarabina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular sensible
al farmaco KG1, como se muestra en la figura 12.
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Ejemplo 13

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Citarabina en la estirpe celular sensible al farmaco
citotoxica MV4-11.

Se sembraron células MV4-11 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo
después de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Citarabina, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacién de la Dendrogenina A y la Citarabina reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular sensible
al farmaco MV4-11, como se muestra en las figuras 13a, 13b y 13c.

Ejemplo 14

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/5-Fluorouracilo en la estirpe celular sensible al farmaco
citotéxica HL60

Se sembraron células HL60 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el 5-Fluorouracilo reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco HL60, como se muestra en las figuras 14a, 14b y 14c.

Ejemplo 15

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/5-Fluorouracilo en la estirpe celular sensible al farmaco
citotéxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el 5-Fluorouracilo reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 15a, 15b y 15c.

Ejemplo 16

La actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/5-Fluorouracilo en la estirpe celular quimiorresistente
KG1a

Se sembraron células KG1a en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el 5-Fluorouracilo reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
quimiorresistente KG1a, como se muestra en las figuras 16a, 16b y 16c¢.

Ejemplo 17

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Cisplatino en la estirpe celular sensible al farmaco
citotéxica HL60

Se sembraron células HL60 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Cisplatino, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el cisplatino reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular sensible
al farmaco HL60, como se muestra en las figuras 17a, 17b y 17c.

Ejemplo 18

Actividad sinérgica de la asociacién de la Dendrogenina A/Cisplatino en la estirpe celular sensible al farmaco
citotdxica KG1
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Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Cisplatino, durante 48 horas. La viabilidad celular se determiné
con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el cisplatino reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular sensible
al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 18a, 18b y 18c.

Ejemplo 19

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Cisplatino en la estirpe celular quimiorresistente KG1a

Se sembraron células KG1a en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Cisplatino, durante 48 horas. La viabilidad celular se

determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacién de la Dendrogenina A y el cisplatino reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
quimiorresistente KG1a, como se muestra en las figuras 19a, 19b y 19c.

Ejemplo 20

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/Bortezomib en la estirpe celular sensible al farmaco
citotoxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Bortezomib, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el Bortezomib reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 20a, 20b y 20c.

Ejemplo 21

Actividad sinérgica de la asociacién de la Dendrogenina A/Bortezomib en la estirpe celular sensible al farmaco
citotoxica HL60

Se sembraron células HL60 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y Bortezomib, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el Bortezomib reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco HL60, como se muestra en la figura 21.

Ejemplo 22

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/trioxido de arsénico en la estirpe celular sensible al
farmaco citotoxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y trioxido de arsénico, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determino con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el trioxido de arsénico reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 22a, 22b y 22c. Solo existe sinergia cuando se ve afectada
la mayoria de las células cancerosas, por lo que serd necesario que un buen conocimiento de la sensibilidad del
tumor al trioxido de arsénico y a la Dendrogenina A esté en el intervalo sinérgico 6ptimo.

Ejemplo 23

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina Altrioxido de arsénico en la estirpe celular sensible al
farmaco citotoxica HL60

Se sembraron células HL60 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después

de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y trioxido de arsénico, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.
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La asociacion de la Dendrogenina Ay el trioxido de arsénico reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco HL60, como se muestra en las figuras 23a, 23b y 23c. Solo existe sinergia cuando se ve
afectada la mayoria de las células cancerosas, por lo que sera necesario que un buen conocimiento de la
sensibilidad del tumor al trioxido de arsénico y a la Dendrogenina A esté en el intervalo sinérgico 6ptimo.

Ejemplo 24

Actividad sinérgica de la asociacién de la Dendrogenina A/acido all-frans retinoico en la estirpe celular sensible al
farmaco citotoxica KG1

Se sembraron células KG1 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después de
la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y acido all-frans retinoico, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determind con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociaciéon de la Dendrogenina A y el acido all-trans retinoico reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe
celular sensible al farmaco KG1, como se muestra en las figuras 24a, 24b y 24c.

Ejemplo 25

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/acido all-trans retinoico en la estirpe celular sensible al
farmaco citotoxica HL60

Se sembraron células HL60 en placas de 96 pocillos (50.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y acido all-trans retinoico, durante 48 horas. La viabilidad
celular se determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociaciéon de la Dendrogenina A y el acido all-trans retinoico reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe
celular sensible al farmaco HL60, como se muestra en las figuras 25a, 25b y 25c.

Ejemplo 26

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/5-Fluorouracilo en la estirpe celular sensible al farmaco
MCF-7

Se sembraron células MCF-7 en placas de 96 pocillos (5.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el 5-Fluorouracilo reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco MCF-7, como se muestra en las figuras 26a, 26b y 26¢. Solo existe sinergia cuando se ve
afectada la mayoria de las células cancerosas, por lo que sera necesario que un buen conocimiento de la
sensibilidad del tumor al 5-Fluorouracilo y a la Dendrogenina A esté en el intervalo sinérgico 6ptimo.

Ejemplo 27

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/5-Fluorouracilo en la estirpe celular sensible al farmaco
SK-MEL-28

Se sembraron células SK-MEL-28 en placas de 96 pocillos (5.000 células/pocillo). Las células se trataron justo
después de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y 5-Fluorouracilo, durante 48 horas. La viabilidad
celular se determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el 5-Fluorouracilo reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
sensible al farmaco SK-MEL-28, como se muestra en las figuras 27a, 27b y 27c.

Ejemplo 28

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/CisPlatino en la estirpe celular resistente al farmaco MCF-
7

Se sembraron células MCF-7 en placas de 96 pocillos (5.000 células/pocillo). Las células se trataron justo después
de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y CisPlatino, durante 48 horas. La viabilidad celular se
determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el CisPlatino reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
resistente al farmaco MCF-7, como se muestra en las figuras 28a, 28b y 28c. Solo existe sinergia cuando se ve
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afectada la mayoria de las células cancerosas, por lo que sera necesario que un buen conocimiento de la
sensibilidad del tumor al CisPlatino y a la Dendrogenina A esté en el intervalo sinérgico 6ptimo.

Ejemplo 29

Actividad sinérgica de la asociacion de la Dendrogenina A/CisPlatino en la estirpe celular resistente al farmaco SK-
MEL-28

Se sembraron células SK-MEL-28 en placas de 96 pocillos (5.000 células/pocillo). Las células se trataron justo
después de la siembra con dosis crecientes de Dendrogenina A y CisPlatino, durante 48 horas. La viabilidad celular
se determiné con el ensayo de MTT como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La asociacion de la Dendrogenina A y el CisPlatino reduce sinérgicamente la viabilidad de la estirpe celular
resistente al farmaco SK-MEL-28, como se muestra en las figuras 29a, 29b y 29c. Solo existe sinergia cuando se ve
afectada la mayoria de las células cancerosas, por lo que sera necesario que un buen conocimiento de la
sensibilidad del tumor al CisPlatino y a la Dendrogenina A esté en el intervalo sinérgico 6ptimo.

Ejemplo 30

La Dendrogenina A aumenta la sensibilidad citotéxica hacia la Daunorrubicina de muestras de pacientes de LMA
cariotipica y fenotipicamente diferentes

En una placa de 6 micropocillos, se sembraron 0,5 x 108 células del paciente. EI mismo dia, se afiadieron vehiculo
Solvant o concentraciones diferentes de Dendrogenina A (concentraciones finales: 5 uM) sola o en combinacién con
Daunorrubicina (concentraciéon final: 10 uM) al pocillo. Tras 48 horas de incubacion, se centrifugaron las
suspensiones de células y se lavaron con PBS, y se volvieron a suspender los sedimentos celulares en una solucién
de marcaje que contenia Anexina V-FitC y 7-AAD segun lo descrito en el protocolo del kit (kit de tincion de Anexina
V-FitC/7-AAD, Roche Applied Science). A continuacion, se incubaron las células durante 15 minutos a temperatura
ambiente a oscuras y se analizaron mediante citometria de flujo Facs. Los resultados se muestran en la Fig. 30.

El presente ejemplo muestra que, por un lado, la Dendrogenina A es capaz de inducir una tasa de muerte celular
alta o moderada de las células tumorales resistentes a la Daunorrubicina y, por otro lado, que una combinacion de
Dendrogenina A y Daunorrubicina es capaz de inducir la tasa de muerte celular total de las mismas células
tumorales.
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REIVINDICACIONES

1. Kit de piezas que comprende 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3-ol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo y un agente antineoplasico para su uso en el tratamiento del cancer.

2. Kit de piezas para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el cancer es adenocarcinoma acinar,
carcinoma acinar, melanoma acral-lentiginoso, queratosis actinica, adenocarcinoma, carcinoma adenoquistico,
carcinoma adenoescamoso, carcinoma anexial, tumor de resto suprarrenal, carcinoma adrenocortical, carcinoma
secretor de aldosterona, sarcoma alveolar de partes blandas, melanoma amelandético, carcinoma de tiroides
ameloblastico, angiosarcoma, carcinoma apocrino, tumor de Askin, astrocitoma, carcinoma de células basales,
carcinoma basaloide, carcinoma de células basoescamosas, cancer biliar, cancer de hueso, cancer de médula 6sea,
sarcoma botrioide, cancer de cerebro, cancer de mama, carcinoma bronquioalveolar, adenocarcinoma broncogénico,
carcinoma broncogénico, carcinoma ex-adenoma pleomorfico, cancer cervical, cloroma, carcinoma colangiocelular,
condrosarcoma, coriocarcinoma, carcinoma del plexo coroideo, adenocarcinoma de células claras, cancer de colon,
cancer colorrectal, comedocarcinoma, carcinoma productor de cortisol, carcinoma de células cilindricas, liposarcoma
desdiferenciado, adenocarcinoma ductal de la préstata, carcinoma ductal, carcinoma ductal in situ, cancer duodenal,
carcinoma ecrino, carcinoma embrionario, carcinoma de endometrio, carcinoma del estroma endometrial, sarcoma
epitelioide, cancer esofagico, sarcoma de Ewing, carcinoma exofitico, sarcoma fibroblastico, fibrocarcinoma,
carcinoma fibrolamelar, fibrosarcoma, carcinoma folicular de tiroides, cancer de vesicula biliar, adenocarcinoma
gastrico, carcinoma de células gigantes, sarcoma de células gigantes, tumor de hueso de células gigantes, glioma,
glioblastoma multiforme, carcinoma de células granulosas, cancer de cabeza y cuello, hemangioma,
hemangiosarcoma, hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células Hurthle, cancer ileal, carcinoma
lobular infiltrante, carcinoma inflamatorio de la mama, carcinoma intraductal, carcinoma intraepidérmico, cancer de
yeyuno, sarcoma de Kaposi, tumor de Krukenberg, carcinoma de células Kulchitsky, sarcoma de células Kupffer,
carcinoma de células grandes, cancer de laringe, melanoma maligno de léntigo, liposarcoma, cancer de higado,
carcinoma lobular, carcinoma lobular in situ, cancer de pulmon, linfoepitelioma, linfoepitelioma, linfosarcoma,
melanoma maligno, carcinoma medular, carcinoma medular de tiroides, meduloblastoma, carcinoma meningeo,
carcinoma de células de Merkel, carcinoma micropapilar, sarcoma de células mixtas, carcinoma mucinoso,
carcinoma mucoepidermoide, melanoma de mucosa, liposarcoma mixoide, mixosarcoma, carcinoma nasofaringeo,
nefroblastoma, neuroblastoma, melanoma nodular, cancer renal de células no claras, cancer de pulmén no
microcitico, carcinoma de células de avena, melanoma ocular, cancer oral, carcinoma osteoide, osteosarcoma,
cancer de ovario, carcinoma de Paget, cancer de pancreas, pancreatoblastoma, adenocarcinoma papilar, carcinoma
papilar, carcinoma papilar de tiroides, cancer pélvico, carcinoma periampular, tumor filoide, cancer de hipdfisis,
liposarcoma pleomorfico, blastoma pleuropulmonar, carcinoma intradseo primario, cancer de préstata, cancer rectal,
carcinoma de células renales, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma de células redondas, cancer en
cicatriz, cancer de vejiga esquistosomal, carcinoma de Schneider, carcinoma sebaceo, carcinoma de células en
anillo de sello, cancer de piel, cancer de pulmén microcitico, osteosarcoma microcitico, sarcoma de tejido blando,
carcinoma de células fusiformes, sarcoma de células fusiformes, carcinoma de células escamosas, cancer de
estdbmago, melanoma de extensién superficial, sarcoma sinovial, sarcoma telangiectatico, carcinoma del conducto
terminal, cancer testicular, cancer de tiroides, carcinoma de células de transicion, carcinoma tubular, melanoma
tumorigénico, carcinoma indiferenciado, adenocarcinoma uracal, cancer de vejiga urinaria, cancer de utero,
carcinoma del cuerpo uterino, melanoma uveal, cancer vaginal, carcinoma verrugoso, carcinoma de las vellosidades,
liposarcoma bien diferenciado, tumor de Wilm o tumor de saco vitelino.

3. Kit de piezas para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el cancer es un cancer hematolégico o
cancer sanguineo tal como la leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma,
en particular, linfoma de no Hodgkin o mieloma multiple.

4. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en el
tratamiento del cancer en un paciente con un tumor que es quimiorresistente a dicho agente antineoplasico cuando
no se administra en combinacidon con 5a-hidroxi-6B3-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-0l o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo a dicho paciente.

5. Kit de piezas para el uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, para su uso en el tratamiento del cancer en un
paciente con un tumor que es quimiosensible a dicho agente antineoplasico, en el que la dosis de agente
antineoplasico que se administra a dicho paciente en combinacion con 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-
il)etilamino]colestan-3pB-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es inferior a la dosis de agente
antineoplasico cuando no se administra en combinacion con 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-
ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo a dicho paciente.

6. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el agente
antineoplasico es un agente que dafa el ADN tal como camptotecina, irinotecan, topotecan, amsacrina, etopdsido,
fosfato de etopodsido, tenipdsido, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, ciclofosfamida, clorambucilo, clormetina,
busulfan, treosulfan o tiotepa, un antibiotico antitumoral tal como daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina, mitoxantrona, valrubicina, actinomicina D, mitomicina, bleomicina o plicamicina, un antimetabolito tal
como 5-fluorouracilo, citarabina, fludarabina o metotrexato, un antimitético tal como paclitaxel, docetaxel, vinblastina,
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vincristina, vindesina o vinorelbina, o agentes antineoplasicos diversos, tales como Bortezomib, acido all-trans
retinoico o tridxido arsénico, o un producto combinado de los mismos.

7. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el agente
antineoplasico es daunorrubicina combinada con citarabina.

8. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el agente
antineoplasico es fluorouracilo combinado con cisplatino.

9. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el agente
antineoplasico es trioxido de arsénico combinado con acido all-trans retinoico.

10. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para la administracion
simultdnea de 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo y el agente antineoplasico.

11. Kit de piezas para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para la administracion
secuencial de 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3B3-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo y el agente antineoplasico.

12. Kit de piezas para el uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el 5a-hidroxi-6B3-[2-(1H-imidazol-4-
il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra antes del agente
antineoplasico.

13. 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3p3-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en el tratamiento de un cancer quimiorresistente, en el que el cancer quimiorresistente es un cancer
hematoldgico o cancer sanguineo tal como la leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica
aguda, linfoma, en particular, linfoma de no Hodgkin o mieloma muiltiple.

14. 5a-hidroxi-63-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en el que dicho cancer es quimiorresistente a la daunorrubicina,
citarabina, fluorouracilo, cisplatino, acido all-frans retinoico, triéxido de arsénico, Bortezomib, o una combinacion de
los mismos.

15. 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente tratado con un agente antineoplasico, en el que dicho
cancer es quimiorresistente a dicho agente antineoplasico, en el que dicho agente antineoplasico es daunorrubicina,
citarabina, fluorouracilo, cisplatino, acido all-trans retinoico, trioxido de arsénico, Bortezomib, o una combinacién de
los mismos.

16. 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-33-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para el uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que el cancer quimiorresistente es un cancer hematolégico o
cancer sanguineo tal como la leucemia, en particular, leucemia mieloide aguda o leucemia linfocitica aguda, linfoma,
en particular, linfoma de no Hodgkin o mieloma muiltiple.

17. 5a-hidroxi-6B-[2-(1H-imidazol-4-il)etilamino]colestan-3p3-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, en el que el 5a-hidroxi-63-[2-(1H-
imidazol-4-il)etilamino]colestan-3B-ol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra en sustitucion
de dicho agente antineoplasico al que el cancer es resistente 0 en combinacion con este agente antineoplasico.

22



% de células viables (MTT)

% de células viables (MTT)

% de células viables (MTT)

ES 2656913 T3

100+
50+
0 T T T T -
-10 -9 -8 -7 -6
LOG [conc. de DNR] (M)
Fig. 1
100-

0
100+
. MV4-11
s Egla
. -
- % .“
-& HL60 . %‘*-
R
c T L 1 1
-8 -5 -4 3 2

LOG [conc. de 5-FU] (M)

Fig. 3

23



% de células viables (MTT)

% de muerte celular

% de células viables (MTT)

ES 2656913 T3

100-
50
0
LOG [conc. de CisP] (M)
Fig. 4
1004
504
c L L) L] L)
-8 =7 -6 -5
LOG [conc. de DDA] (M)
Fig. 5
100+
3 no DDA
80- Bl DDAS5 UM
Em DDA 10pM
Eu-
404
20+
gd——

0 0,5
Conc. de DNR (uM)

Fig. 6 A

24



% de muerte celular

% de muerte celular

ES 2656913 T3

100+
[ no DDA
B DDA 5pM
8 DDA 10 uM
1] 1
Conc. de AraC (uM)
Fig.6 B
100+
3 mo DDA
80+ Il DDA 25 pM
m-
40-
m_
(&
0 0.1 0.2 05 1
Conc. de AraC (uM)
Fig. 7 A
1004
3 no DDA
5 804 Bl DDA 2.5 uM
o 60
j =
g
g a0
]
= 204
0~

0 0.05 0.1 0,25 0.5
Conc. de DNR (pM)

Fig. 7B

25



DDA/DNR
251

DDA/DNR
25:1

ES

2656913 T3

26

: 1W'
= A
& | - noDDA e
F=] '
L {1 -x- DDA 25:1 ~,
g m- " "h-
3 .
= E
0 T T T
=10 -9 -8 -7
LOG [conc. de DNR] (M)
Fig. 8 A
73,68
'E: 61,40
< 49.12
(a]
(a]
2 3684
S 24,56
18]
12,28
0,004
& o
Conc. de DNR (4M)
Fig.8 B
3§ 10
:g ;
E -
8 -
o 0,59
D;ﬂ by ¥ - v L4 L) L
0,0 02 04 0.6 0.8
Fraccion afectada
Fig.8aC



ES 2656913 T3

100+
E‘ 4
= 4 -= noDDA
8 1 -« DDAS:
g _ 7 2,
> 50+ .
L »
s
N
c L] ] ] I
-9 -8 7 -6

conc. de AraC (uM)

Fig.9 A
73,68+
61,404
49,124

DDA/AraC

5:1 36,844

24 56+

Conc. de DDA (uM)

12,28+

0,00

Conc. de AraC (uM)

Fig. 9 B

DDA/AraC
51

indice de combinacién

0,0 T T T T v T
0.0 0.2 04 06 08

Fraccion afectada

Fig.9C

27



ES 2656913 T3

i 100+
= 4
=
s |
= l -~ no DDA
Z 50+ -&x- DDA 25:1
2 .
18 b
o -
Lik]
= "‘
32 c L] T T “h "
-10 9 -8 -7 6
LOG [conc. de DNR] (M)
Fig. 10 A
19,62+
= 16,354
=
DDA/DNR £ 13.087
251 E 9,81+
£ 654-
&
3,274
L]
usm L] L | L] L] T |
& ™ A ] ] 43
S & &L FS
Conc. de DNR (HM)
Fig. 10 B
5 1
-E1ﬂ.
DDA/DNR c -
25:1 E i :
o 0.5
=]
= 1
=2 1
B 4
= 09 — T

e e
0,0 0.2 04 0.6 08

Fraccion afectada

Fig. 10C

28



DDA/DNR
25:1

DDA/DNR
25:1

ES 2656913 T3

% de células viables (MTT)

1 1 L - 1
-10 -9 -8 7 -6
LOG [conc. de DNR] (M)
Fig. 11 A
13,147
10,95+
s
2 876"
<
(=]
a 6,57
L]
=
4384
=
(=]
© 2194 S
0,00 —
N ) A
S & FE TS
Conc. de DNR (M)
Fig. 11 B
c
210
= -
g ]
] ]
E
§ 1 S
© 0,54 i
C bl
1] B
e ]
e}
= 1
00 —r—T—r—rr
00 0.2 04 0.6 0.8

29

Fraccion afectada

Fig.11C



DDA/AraC
5:1

DDA/AraC
5:1

ES 2656913 T3

= 100+
= 4
=
2
8 - no DDA
50 -4 DDA 2511
3
3 .“
% “‘l
= 5,
G L T L] A L}
-10 -9 8 7 s
LOG [conc. de DNR] (M)
Fig. 12 A
19,62+
3 16,957
2 13,084
a
< 8,817
I3
5 654+
)
3,274
0,00 T T T —y 1
Vel N
O LA . SN
Conc. de AraC (pM)
Fig. 12 B
5 )
3 1,[].
£
0
E
8 1 +
) 0,5'
-
[++]
b
o
= 4
00 —t T

00 02 04 06
Fraccion afectada

Fig.12C

30



DDA/AraC
51

DDA/AraC
51

ES 2656913 T3

= 1004
=
E
T
s | - noDDA
¢ s0{ = DDAGS1
3 -
D
S
L d
= a,
c L L] L -%'1'
-9 -8 T 6
LOG [conc. de AraC] (M)
Fig. 13 A
=
=
=L
[=]
(=]
[«+]
o
o
=
o
[&]
4 ~ ] =]
Q- Qﬁ? Qg Q.: Q:' QP -
Conc. de AraC (uM)
Fig. 13 B
o
R
s 10
g WY
= 4 ;
E 4 oy
[+]
[+] L
2 05+ =
i
2
o
=
1 e e e M e e 2 pa
00 02 04 0,6 0.8

Fraccion afectada

Fig.13C

31



ES 2656913 T3

~ 1004 » =
|_
s 1
3
el - no DDA
1] o
Proporcién de DDAJSFU de 1:154 > gl DDA 1:154
2
2 |
°
o L
[+
= E
- G T Ll ] Ll t.
-7 -6 -5 -4 -3
LOG [conc. de 5-FU] (M)
Fig. 14 A
19,62
S 1635
< 1308+
a
Proporcion de DDAJSFU de 1:154 2 9814
S 654
S
3,274
0,00 T ey 1
R A
Conc. de 5-FU (M)
Fig. 14 B
=
=
-] 1 |
£ 10
= 1
5
Proporcién de DDA/SFU de 1:154 =2 o
_: ' : T —
[+ ___‘__'__‘_‘——-n‘
T ]
= 00 T

00 02 04 08 08
Fraccion afectada

Fig. 14 C

32



ES 2656913 T3

E 1004
= |
. k:

Proporcion de DDA/SFU de 1:154 = 1
s ] - DDA 1:154
; 504 -=- DDA \
L) 1 kY
=
0
o
g S
= O T T T —

-7 -6 -5 -3 -3

LOG [conc. de 5-FU] (M)

Fig. 15 A

s

=

<

a

Proporcion de DDA/SFU de 1:154 %

=]

4]

=

=]

&)

e "o
osuu L] L] L] .-l ; L) 1
<
LA A
Conc. de 5-FU (uM)
Fig. 15 B

=

x .

g 10

= q

Proporcidon de DDA/SFU de 1:154 'g

5

2 0,51

- 4

o

:E \-—-_.__‘\ﬂ-‘
L 4

uru L L] L] L T T T

L
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Fraccion afectada

Fig.15C

33



ES 2656913 T3

F 100

E -

8 | - noDDA %

S { -= ODA1:154 Iy

> 504 '
W L]
5 1 \
R A
S \
s | .
& D - . : T

" 7 5 -5 -4 3

LOG [conc. de 5-FU] (M)

Fig. 16 A

Proporcién de DDA/SFU de 1:154

Conc. de DDA (pM)

L
L] L] "'I' h T 1
2 M 9% A
G Ol - o h
F F LS
Conc. de 5-FU (uM)
Fig. 16 B
= 4
b 7
e 10
= |
Proporcion de DDA/SFU de 1:154 -E f
(=] 4
[+
@ 0,5"
3 ]
@ ——
(%]
T ]
s
0,0 T

0.0 0,2 04 06 0.8
Fraccion afectada

Fig. 16 C

34



ES 2656913 T3

= 100
_\__E_-, E
g ]
=]
id i : 4 [ ]
Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33 s 5o - no DDA \‘
® ] -= DDA1:1,33
=
= 4
[&] o
@
- 9 -
= 0 T - Aa )
-8 -7 6 -5 -4

LOG [conc. de CisP] (M)

Fig. 17 A

Proporcién de DDA/CIsP de 1:1,33

S ©° & & 6 P

Q- Q- b= v - L
Conc. de CisP (UM)

Fig. 17 B

i_b 4 4

1.0

A4 i

Proporcion de DDAJCisP de 1:1,33

indice de combinacién

u,u L v L ] L ] o
0.0 0,2 04 0.6 08

Fraccion afectada

Fig. 17 C

35



ES 2656913 T3

= 100

5

; -

2 - o DDA \\

> s

Proporcion de DDA/CISP de 1:1,33 @ 501 —= DDA 1:1.33

3

°

= 4

;a c T L] T 1
£ 7 6 5 4

LOG [conc. de CisP] (M)

Fig. 18 A

13,084
Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33
981+

6,54+

Conc. de DDA (ph)

3,274

G N R, S R

Conc. de CisP (pM)

Fig. 18 B

Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33

indice de combinacién
=)
i

L T L T T T L

“ L] L]
0,0 02 0.4 0.6 08
Fraccion afectada

Fig. 18 C

36



Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33

Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33

Proporcion de DDA/CisP de 1:1,33

ES 2656913 T3

=100

[

£

L]

= -=- 10 DDA

2 - DDA 1:1,33

w

m

E

8

@

=

‘="=‘ 0 T T T
-8 7 % 5 -4

LOG [conc. de CisP] (M)

Fig. 19 A

] A

S T I

Conc. de CisP (pM)

Fig. 19 B

indice de combinacién

0,0 T ——
0.0 0.2 04 0.6 0.8
Fraccion afectada

Fig.18C

37



ES 2656913 T3

E‘ 1
=
%]
2
]
.
> 504 -= DDA 100:1
m -
=
B
@
= -
;E c L 1 L) L)
-1 -10 -9 -8 -7
LOG [conc. de bort.] (M)
Fig. 20 A
19 62
S 16,35
=
< 13,084
Proporcion de DDA/Bortezomib de 100:1 g
o 98149
-
.
=]
Q 3,27
0,00 : : - - . !
F &SSP S
Conc. de Bortezomib (M)
Fig. 20 B
4
5 |
5 10
m L
15 1
'E -
Proporcion de DDA/Bortezomib de 100:1 9 0 5_‘ /j,—’/
S ]
@ -
Lo 1
k=] E
£ 00 T T

00 02 04 06 038

Fraccion afectada

Fig. 20 C

38



ES 2656913 T3

Conc. de DDA (pM)

G T T

N Q- -

Conc. de Bortezomib (pM)

Fig. 21 A

= 1004 _———— —————
% . AN
s ] )
Proporcion de DDA/Bortezomib de 100:1 s { -+ noDDA
> 504 -= DDA 1001
2 ]
e
o -
@
o r
# 0 r r
=11 -10 -9 -8 -7
Log [conc. de bort.] (M)
Fig. 21 B
o]
& 1.0
Proporcién de DDA/Eortezomib de 100:1 z i
r=1
g
g
o 057 -_'4___(4__——4"
¢ oo
8
2
UI,D ¥ T L T . T b L] L
0.0 0,2 0.4 06 0.8

Fraccion afectada

Fig.21C

39



ES 2656913 T3

— 100
E ;
£
8
=]
= A
=
w.
K ] = no DDA
s {-= DDA
@ ]
o
= 4
C T 1
-8 =7 -6 -5 -4
LOG [conc. de ATOQ] (M)
Fig. 22 A
=
=
DDA/tridxido de arsénico de 1:1 <
=
o
-
3]
=
[=]
O
g,
l],{lll T T T T 1
% N
F PSS
Conc. de triéxido de arsénico (UM)
Fig.22 B
c \
ht)
g 1.0
DDA/trioxido de arsénico de 1:1 2
S 054
@ g
[+]
2
o=
ﬂ,ﬂ L T ¥ T L T T T T
0,0 02 0.4 0.6 0.8

Fraccion afectada

Fig.22 C

40



ES 2656913 T3

-
[
=
(7]
o
-}
L.
>
8
=
©
[4]
o
=]
==
1 T L]
-8 -7 6 -5 -4
LOG [conc. de ATO] (M)
Fig. 23 A
16 38
S 13,85
=
10,92 1
é p
. . o 8,194
DDAJtrioxido de arsénico de 1:1 -
S 546
[=]
O 2734
0,00 T T L} L e T 1
iy A,
G P F T
Conc. de trioxido de arsénico (uM)
Fig. 23 B
=
e
H i \'“l- |
= b
DDA/triéxido de arsénico de 1:1 ] _ﬁmq““*“-unhh
[=]
[&]
2 05-
]
Q
=]
=
U,G L] L] T T T T T T

]
00 02 04 06 08
Fraccién afectada

Fig. 23 C

41



DDA/ATRA 1:2

DDA/ATRA1:2

ES 2656913 T3

% de células viables (MTT)

M)

Conc. de DDA (p

Indice de combinacion

3.

o T T T
8 -7 -6 -5 -4
LOG [conc. de ATRA] (M)

Fig. 24 A

18 627

-
L]
w
'

-
P
e
a

9,81+

§

3,271
b Eerniy g

“éﬁ:fﬁéa@;ﬁ;«@m

Conc. de ATRA (uM)

0,00

Fig. 24 B

104

051

00 L

00 02 04 06 08

Fraccion afectada

Fig. 24C

42



DDA/ATRA 1:2

DDA/ATRA1:2

ES 2 656913 T3
Ewo-"" +
_\_‘E_-_ -
8
S
S g = no DDA
] .
k] | = DDA1:2
%
[+
-
EN T T
-8 7 6 -5 4
LOG [conc. de ATRA] (M)
Fig. 25 A
1638
S 1365
=
g 1092
a
o 819
i
g 546
O
273
000 T 'r-“"”“fJ T T
I
Conc. de ATRA (M)
Fig.25 B
S 1.6- \‘
3 E
£ 1
o -
E o
= [I.S:
-
4 4
2 4
-
Z 1
u‘,n ® L ¥ L ‘ L) 1
0o 02 04 06 08

Fraccioén afectada

Fig.25C

43



% de células viables (MTT)

Conc. de DDA (pM)

Indice de combinacidn

ES 2656913 T3

1004

- no DDA

504 == DDA 1154
c L] L] L)
iy -6 -5 -3
LOG [conc. de 5-FU] (M)
Fig. 26 A
0,711
D 59+
0471
0,354
0,244
0,121
0,00 1 1 1 T U 1
° '::]' "}'GJ ¢55 i:@ ‘é]' ,.sPh
Conc. de 5-FU (uM)
Fig. 26 B
4_

Er L T T T L T

e

0,0 02 04 0s
Fraccion afectada

Fig. 26 C

44

T

08



% de células viables (MTT)

Conc. de DDA (pM)

Indice de combinacién

ES 2656913 T3

-

=

(=]
L

Y
-~ no DDA
= DDA 1:153,

50
K’n
LY
LY
\\

i el
E 1 ] 1) L .

7 6 5 4 3

LOG [conc. de 5-FU] (M)

Fig. 27 A

Conc. de 5-FU (uM)

Fig.27 B

1,0

? _
05 /

0.0 +———r——v——a
00 02 04 08 08

Fraccion afectada

Fig.27 C

45



% de células viables (MTT)

Conc. de DDA (pM)

Indice de combinacion

Y

(=]

=
1

[+
=
P

ES 2656913 T3

I: 1 1 L .q‘- 1
-8 -7 -6 -4
LOG [conc. de CisP] (M)
Fig. 28 A
5 -
“\.: qﬁ' .\{;.P,
Conc. de CisP (uM)
Fig. 28 B
7,54
5,04
2,97
. e
9,0 T T T T
00 02 04 0,6 08

¥

Fraccion afectada

Fig. 28 G

46



! Elul iabl MTT
Conc. de DDA (M) % de células viables ( )

indice de combinacion

ES 2656913 T3

5] = Mo DDA
] = DDA 1:133
0 I T .-r.'.—.—|
8 7 6 -5 -4
LOG [conc. de CisP] (M)
Fig. 29 A
1391
115%.,
0.92-
0,69+
046+
023
0.00 T Y T T T
%?ﬁ Q?h m‘? 1“.} '5"? u-r'? %?h
Cone. de CisP (uM)
Fig. 29 B
o
) |
1 ) “-\
0 T T T T T T T
.0 02 04 06 08

Fraccion afectada

Fig. 29 C

47



ES 2656913 T3

ph
Au ...—.&m@
‘o
Y,
o
(g
B " = lll-
u - @\w..
n V.O
(¢4
™
ﬂc - & - 4,
(7
e Q\o
Y,
I T T T T » R .vﬁv
8 8 8 2 W

(%) 4eInjaa pepijiqeip

48



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

