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DESCRIPCION
Activadores y aplicaciones terapéuticas de los mismos
Campo de la invencion

En la presente memoria se describen métodos de identificaciéon de moléculas pequefias, que activan la ruta de p53
de supresion de tumor y/o de los miembros de la familia de la proteina p53. También se describen métodos de
activacion de la ruta de p53 de supresion de tumor, o de sus miembros de familia asociados, las proteinas p63 y p73
(en lo sucesivo denominados colectivamente como la ruta p53 o p53) por los compuestos de moléculas pequefas, y
métodos de tratamiento del cancer y enfermedades que requieren la manipulacion de la actividad de la ruta de p53
por las moléculas pequefias. Esta activacion de la ruta puede incluir rutas que actian corriente arriba de p53, como
la respuesta al dafio del ADN, y enzimas que modifican a p53, y corriente abajo, es decir, a través de eventos
activados por la familia de p53. Mas especificamente, en la presente memoria se describen compuestos que pueden
inducir la actividad de la ruta de p53, y que pueden ser utilizados terapéuticamente, ya sea solos o en combinacion
con otra terapia. El uso terapéutico incluye enfermedades tales como el cancer, asi como otras condiciones en las
que la activacion de la respuesta de la ruta de p53 es beneficiosa.

Antecedentes de la invencion

El supresor de tumores p53 desempefia un papel central en un proceso por el cual una célula siente y responde a
una variedad de tensiones. Actia como un monitor critico que previene la supervivencia de células con dafios
genéticos, y, posiblemente, otros tipos de dafios permanentes que estan mas alla de la reparacion. Estas respuestas
evitan la acumulacion de células dafiadas y transformadas y protegen a los organismos de los procesos que podrian
conducir a la formacién maligna. Las propiedades clave de p53 indican claramente su importancia en las respuestas
de estrés celular y dafios celulares de las células. Los niveles de p53 son estrictamente regulados en células
normales no estresadas por el producto de gen MDM2, que se une a p53 y pone a p53 como diana para la
degradacion mediada por ubiquitina por el proteasoma. Los agentes que dafan el ADN (por ejemplo, radiaciones
ionizantes o no ionizantes y farmacos citotdxicos) y otros tipos de estrés (por ejemplo, la hipoxia y oncogenes)
activan p53 lo que conduce a la activacion del programa transcripcional de p53. Esto incluye la transactivacion de un
vasto nimero de los genes diana de p53 corriente abajo tales como p21WAFYCIPT (p21) y un nimero de objetivos de
apoptosis asociados (por ejemplo, PUMA, NOXA, PIGS, etc.), muchos de los cuales aun no se han caracterizado
(Zhao et al, 2000; Wang et al, 2001; Wei et al, 2006). p21 regula negativamente las quinasas implicadas en la
progresion del ciclo celular por lo que se anula la transicion del ciclo celular G1/S para dar tiempo a la reparacion de
dafios en el ADN antes de la division celular. En presencia de dafio irreparable, p53 puede inducir la apoptosis para
eliminar las células dafiadas. En ausencia de la funcién de p53, se acumulan las alteraciones del ADN, lo que lleva a
la iniciacién o progresion de la malignidad.

La familia de p53 incluye hasta ahora el miembro fundador, p53, y los miembros estrechamente relacionados mas
recientemente reconocidos, p63, y p73, asi como, numerosas isoformas y versiones empalmadas alternativamente
de cada isoforma (Murray-Zmijewski et al., 2006). p63 y p73 comparten muchas caracteristicas estructurales y
funcionales con p53, y activan un conjunto de genes que se superponen con p53. p63 es esencial en la
morfogénesis epidérmica y desarrollo de las extremidades, mientras que su relevancia en el cancer no esta clara
(Melino et al.,, 2003). Se sabe que p73 es esencial en el desarrollo neuronal, respuestas inflamatorias y
comportamiento reproductivo (Murray-Zmijewski et al, 2006; Levrero et al., 2000). Tanto p63 como p73 son capaces
de activar la detencién del ciclo celular y un programa apoptético similar al inducido por p53.

Un requisito previo para la activacion transcripcional mediada por p53 es su capacidad para unirse especificamente
a un elemento de respuesta (RE) dentro de los promotores de genes corriente abajo que comprende dos copias de
la secuencia de consenso palindrémica "PuPuPuC(A/T)(T/A)GpyPyPy", separado por de 0-13 pb (el-Deiry et al.,
1992). Este mismo elemento de respuesta también es utilizado por ambos p63 y p73 (Murray-Zmijewski et al., 2006;
Levrero et al.,, 2000). Después de unirse al RE, p53 estimula el ensamblaje del complejo de preiniciacion de la
transcripcion TFIID-TFIIA en el elemento TATA (Xing et al., 2001). La mayoria de las mutaciones de p53
encontradas en los tumores humanos se encuentran en el dominio central de p53 y afectan a residuos de
aminoacidos que se ponen en contacto con el ADN de contacto o son necesarios para el correcto plegamiento de
p53, aboliendo asi la unién con RE vy la activacion transcripcional (Cho et al., 1994). Se ha demostrado que p53 se
une a su RE exclusivamente como un tetramero (Friedman et al., 1993). Sin embargo, la mayoria de los ER de p53
naturales no se encajan por completo en la secuencia de consenso (Kim et al., 1997), y otros factores, tales como
modificaciones de p53, modificaciones de la cromatina y el plegado y union de otros factores co-reguladores en
sitios especificos del promotor, determinan la extension de la respuesta transcripcional. Este mecanismo de accién
se aplica a ambos p63 y p73 y ambos son capaces de utilizar el elemento RE para la unién especifica a la
secuencia, ellos también regulan un gran conjunto de dianas especificas para cada isoforma.

Mas del 50% de los tumores humanos albergan mutaciones de TP53, que hacen que la proteina p53 esté alterada
funcionalmente. Esto hace al gen TP53 ser el mas cominmente mutado en canceres humanos. También se
especula que los tumores humanos restantes tienen p53 disfuncional, por medio de la regulacion alterada de la ruta
de p53 o la proteina o por modificaciones de las interacciones proteina-proteina de p53. El papel esencial de p53 en
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la supresion tumoral se evidencia también con las mutaciones de TP53 en linea germinal, que causan una
predisposicion al cancer hereditario poco frecuente, el sindrome de Li-Fraumeni, y en modelos animales deficientes
en p53 que tienen tumorigénesis seriamente aumentada.

Debido a sus propiedades inductoras de apoptosis, p53 es una diana muy atractiva para el desarrollo de farmacos.
Un compuesto de farmaco en particular, nutlin-3a (Vassilev et al., 2004), es un activador muy especifico de p53, y
hemos establecido que nutlin-3a es el primer y altamente eficaz agente que induce linfoma de célula B (linfoma de
derrame pleural con infeccion del virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi) matando la célula tanto in vitro
como in vivo en modelos de ratdn (Sarek et al., 2007). Ademas, la activacion de la ruta de p53 usando nutlin-3a no
causa ningun efecto secundario adverso en el raton. Sobre la base de estos estudios se ha concluido que la
inactivacion de la ruta de p53 por el virus VHSK se encuentra en la patogénesis de esta enfermedad maligna
incurable.

Considerando que

i) p53 es una molécula altamente sensible al estrés celular y dafio en el ADN, implicado en diversas
enfermedades tales como el cancer, isquemia, trastornos neuronales, inflamacion y también en los procesos
fisiolégicos tales como el metabolismo celular normal, el desarrollo y el envejecimiento (Vousden y Lane, 2007),

i) p53 es un activador clave de las rutas de la parada/apoptosis del ciclo celular y las rutas implicadas en
los procesos mencionados anteriormente,

iii) sus mutaciones son poco frecuentes en varios canceres humanos comunes resistentes a la
quimioterapia (por ejemplo, melanoma, cancer de prostata),

iv) su activacion en los modelos condicionales de ratén tiene una potencia significativa para causar la
regresion del tumor (Martins et al. 2006, Ventura et al. 2007, Xue et al., 2007), y

v) que los estudios piloto utilizando compuestos activadores de p53 tal como nutlin-3a (Vassilev et al., 2004,
Sarek et al., 2007) muestran in vivo notables efectos antitumorales sin efectos secundarios, un desarrollo adicional
de compuestos de pequefias moléculas que afectan a la ruta de p53 esta muy justificado y tiene potencial para la
explotacién terapéutica.

Wilson et al., "Synthesis of 5-deazaflavin derivatives and their activation of p53 in cells", Bioorganic & Medicinal
Chem., 15 (2007), paginas 77-86, describe la sintesis de una familia de derivados de 5-deazaflavina. Se evalué su
actividad biolégica en células mediante la evaluacion de su capacidad para estabilizar y activar p53. Vassilev L. T,
"MDM2 inhibitors for cancer therapy", Trends in Molecular Medicine, Vol. 13, no. 1, paginas 23-31 describe el uso de
inhibidores de molécula pequefia para inhibir murino doble minuto 2 (MDM2, del inglés double murine minute 2), que
es un regulador negativo de p53, para el tratamiento del cancer. Nader Fotouhi y Bradford Graves, "Small Molecule
Inhibitors of p53/MDM2 Interaction", Current Topics in Medicinal Chemistry, 5 (2005), paginas 159-165 describe el
uso de inhibidores de molécula pequefia para inhibir la interaccion p53/MDM2. EI documento WO 00/32175
A2 describe compuestos farmaceuticos organicos no-peptidicos para uso en el tratamiento del cancer en donde los
compuestos son capaces de interactuar con formas mutantes y no mutantes de proteinas reguladoras relacionadas
con el cancer, como la p53, de forma que la proteina mutante recupera la capacidad para interactuar correctamente
con otras macromoléculas, de este modo restaurando o estableciendo toda o una parte de su actividad de tipo
salvaje. El documento WO 2006/093518 A2 describe compuestos tienilos (particularmente compuestos (tien-2-il)
amino) y usos de tales compuestos para tratar las afecciones relacionadas con virus en animales.

Compendio de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso como se reivindica en la
reivindicacion 1 del compuesto 21, 7 o 15 (enunciado en la tabla 1) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso como se reivindica en la
reivindicacion 2 del compuesto 21, 7 o 15, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricaciéon de
un medicamento para el tratamiento de una afeccioén selecciona de isquemia, un trastorno o inflamacién neuronal.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona el compuesto 15 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento del cancer,
como se reivindica en la reivindicacion 4.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Activacion del reportero p53DsRed por los compuestos. Células PG3/9 de melanoma se incubaron con las
concentraciones indicadas de los compuestos 1, 7, 9, 15, 20, 21, 22, 23 y nutlin-3a durante 24 horas, seguido por el
analisis del porcentaje de células con reportero p53DsRed activado. El experimento se realizd por triplicado y se
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puntud usando una plataforma basada en células automatizada de = 1700 eventos por punto de datos. Desviacion
estandar < 10,6.

Figura 2. Los compuestos de moléculas pequefias disminuyen la viabilidad de células de melanoma en una manera
dependiente de p53. Células A375 (A) y RPMI-7951 (B) se incubaron con las concentraciones indicadas de los
compuestos 1, 7, 9, 21, 22, 23 y nutlin-3a por triplicado durante tres dias, seguido de un ensayo de viabilidad celular
usando el reactivo de proliferacion celular WST-1.

Figura 3. Pruebas de viabilidad celular de los compuestos de moléculas pequefias en células humanas normales.
Las células se incubaron con las concentraciones indicadas de los compuestos 1, 7, 9, 21, 22 y nutlin-3a por
triplicado durante tres dias, seguido de un ensayo de viabilidad celular usando el reactivo de proliferacion celular
WST-1. (A) células de melanoma A375, (B) melanocitos primarios humanos normales, (C) fibroblastos diploides
normales WS-1, (D) células endoteliales primarias humanas intestinales.

Figura 4. Los compuestos de moléculas pequefas activan la ruta de p53. Células de melanoma A375 se trataron
con los compuestos 1, 7, 9, 15, 20, 22 (5 yM) y con el compuesto 21 (0,5 uM) durante 24 horas seguido de analisis
de inmunotransferencia de p53, Mdm2 y niveles de p21 (A) o tincién de inmunofluorescencia para p53 (B). GAPDH
se utilizé como control de carga de proteina (A). Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342 (B).

Figura 5. Los compuestos de moléculas pequefias causan la parada del ciclo celular y la apoptosis. Células de
melanoma A375 se trataron con los compuestos 1, 7, 9, y 22 durante tres dias (a una concentracion de 10 uM) o
durante seis dias (a una concentracion de 5 pM) seguido de analisis de citometria de flujo. Las dosis de tratamiento
para el compuesto 21 fueron de 0,1 uM (tres dias) y 0,5 uM (seis dias).

Figura 6. Los compuestos 7 y 15 induce estrés genotoxico. Células de melanoma A375 se trataron con los
compuestos 1, 7, 9, 15, 20, 22 (5 uM) y con el compuesto 21 (0,5 uM) durante 24 horas. Las células se fijaron y se
tiferon con un anticuerpo contra fosfo-H2AX. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342.

Figura 7. Pruebas de toxicidad in vivo. Se inyecto a ratones por ruta intraperitoneal los compuestos 7, 9, 15y 22 (5,
10 y 20 mg/kg) y el compuesto 21 (0,5, 1, 2 mg/kg) tres veces a la semana durante tres semanas en 30 microlitros
de DMSO, vy los ratones de control recibieron vehiculo DMSO. Los ratones fueron sacrificados y los drganos
radiosensibles (timo, bazo, intestino) y el higado y los rifiones fueron recogidos para su posterior examen histolégico.
No se observaron toxicidades agudas o cronicas en los ratones en base a las tinciones HE histolégicas (datos no
mostrados). Las curvas de peso de los animales se representan graficamente.

Figura 8. Actividad anti-tumoral in vivo de los compuestos. Se utilizé un modelo de xenoinjerto ortotopico de linfoma
de derrame pleural combinado con imagenes del animal completo para evaluar las actividades antitumorales de los
compuestos 15, 21 y 22. Ratones NOD-SCID hembras fueron inyectados por ruta intraperitoneal con células BC3-luc
y se dejoé que se establecieran los tumores. Como compuestos de tratamiento los ratones recibieron 2 mg/kg
(compuesto 21) o 20 mg/kg (compuesto 15 y 22) siete veces a través de inyecciones intraperitoneales. Se
obtuvieron imagenes de los ratones antes de cada inyeccidon y se cuantificd y se representé graficamente la
bioluminiscencia como flujo total dentro de una region de interés (ROI) determinada.

Descripcion detallada de la invencién

Para lograr la presente invencion, se necesita considerar las preguntas clave acerca de los miembros de la familia
de p53, tales como como se regulan y activan las proteinas. En base a este conocimiento, pueden desarrollarse
nuevas estrategias para las intervenciones terapéuticas. El enfoque emprendido en la presente invencion explord
maneras de activar o potenciar mas la activacion de las rutas que afectan al tipo salvaje de p53 (o p63 y p73) con el
fin de poner en marcha los programas de transcripcion corriente abajo y otros eventos posteriores, incluyendo por
ejemplo, la detencidn del ciclo celular, apoptosis, y respuestas oxidativas y metabdlicas.

Un primer objeto descrito en la presente memoria fue desarrollar un ensayo para un cribado de alto rendimiento para
pequerias moléculas que regulan la ruta de la familia de p53. El ensayo es un ensayo basado en células que mide la
activacion de p53, p63 o p73.

Un segundo objeto descrito en la presente memoria fue identificar pequefios compuestos moleculares que activan la
ruta de p53 y sensibilizan a las células mediante la activacion de la respuesta de la ruta de p53. Para ello, se realizd
un cribado de la libreria quimica de alto rendimiento con el ensayo descrito en la presente memoria.

Un tercer objeto descrito en la presente memoria es un método de regulacion, en particular, la activacion de las rutas
de p53 corriente arriba utilizando las moléculas pequefias asi identificadas.

Un cuarto objeto descrito en la presente memoria es un método que afecta a las respuestas de las rutas de p53
mediante la exposicion de las células a las pequefias moléculas descrito en la presente memoria. Se incluye el
método dirigido a inducir la muerte celular o detencidon de las células mediante la exposicion de las células a la
molécula pequefa. De particular interés es un método de control de las células con las moléculas pequefias
identificadas.
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Un quinto objeto descrito en la presente memoria es un método para tratar enfermedades o afecciones responsables
de la activacién de la ruta de p53 mediante la administracion a un paciente humano o no humano que lo necesite de
una cantidad efectiva de la molécula pequefa descrita en la presente memoria. De particular interés es un método
de tratamiento del cancer y que tiene en cuenta el amplio espectro de actividades de p53 en otros estados
fisiologicos y de enfermedad, como el estados isquémicos, trastornos neuronales, inflamacién, metabolismo celular,
desarollo y envejecimiento, también de aquellos que requieren la activacion controlada de la ruta de p53.

Unido al quinto objeto, un objeto adicional descrito en la presente memoria es una composicion farmacéutica que

contiene las moléculas pequefias junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable de las mismas.

Los compuestos de moléculas pequefias que figuran en la Tabla 1, a continuacion son de particular interés para su
uso en los métodos de regulacion de la ruta de p53 y los métodos de tratamiento descritos en la presente memoria.

Identificacion del | Estructura Nombre (IUPAC) Férmula
compuesto
1 c 5-metoxi-1-metilH-pirazolo[4,3- C12H12N40
o~ bJquinolin-9-amina
N
I
N =
HyC NH,
7 ‘ﬁ s C20H21N50
! N’N\ NH\/\/N\(:H3
A
9 GHa 4-(3-dimetilaminopropilamino)-6,8- C19H27N302
Nec dimetil-quinolina-3-carboxilato de etilo
3
NH |
RsC |\ = (e]
JJ L,
CHa
15 C20H23N50S
20 5-(4-etoxifenil)-7-(3,4,5-trimetoxifenil)-
4,7-dihidro-[1,2,4]triazolo[1,5-
alpirimidina
21 C21H20N402
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Identificacion del | Estructura Nombre (IUPAC) Férmula

compuesto

22 Hy  NH, ] 2,4,7 9-tetrametilbenzo[b]-1,8-naftiridin- | C16H17N3
A N 5-amina

o A
TR

H3

23 2,4 ,9-trimetilbenzo[b]-1,8-naftiridin-5- C15H15N3

HiC  NHy
fi NP amina
N
Hye” N7 N
Hs

Uso de compuestos 7, 21 o 15, para la fabricacion de un medicamento como se reivindica en reivindicaciones 1y 2.
Los compuestos 1, 9, 20, 22 y 23 son compuestos de referencia.

Ademas de los compuestos especificos nombrados anteriormente, también se describen en la presente memoria los
homologos cercanos e isémeros posicionales de los compuestos que tienen aplicabilidad terapéutica igual o mas
potente. Los homdlogos cercanos son compuestos que difieren, por ejemplo, por la sustitucion de un resto quimico
en el compuesto con un resto quimico sucesivo, por ejemplo, la sustitucion con un grupo metilo o un grupo etilo o
viceversa. También se divulgan en la presente memoria sales farmacéuticamente aceptables, ésteres y profarmacos
de los compuestos.

La cantidad de molécula pequefa utilizada para aplicaciones terapéuticas varia con las consideraciones estandar,
tales como la naturaleza de la afeccidon que se trata, y la edad y condicion del paciente, y se determina en ultima
instancia por el médico asistente. En general, sin embargo, las dosis empleadas para el tratamiento humano adulto
tipicamente estan en el intervalo de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg por dia, con una
dosis preferida siendo aproximadamente de 1 pg/kg a aproximadamente 100 pg/kg por dia. La dosis deseada se
puede administrar convenientemente en una sola dosis, o como dosis multiples administradas a intervalos
apropiados, por ejemplo, como de dos, tres, cuatro o mas subdosis por dia. Las formulaciones se pueden
administrar de una manera estandar, tal como por ruta oral, parenteral, sublingual, transdérmica, rectal,
transmucosal, tépica, por inhalacién, o por medio de administracion bucal.

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas pueden formularse para administracion parenteral por inyeccion o
infusiéon continua. Las formulaciones para inyeccion pueden estar en forma de suspensiones, soluciones, o
emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion, tales como de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de un polvo para
reconstitucion con un vehiculo adecuado (por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos) antes de su uso.

La composicién farmacéutica también puede estar en la forma de comprimidos o pastillas formulados de manera
convencional y con técnicas convencionales. Por ejemplo, los comprimidos y capsulas para administracion oral
pueden contener excipientes convencionales tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, jarabe, acacia, gelatina,
sorbitol, tragacanto, mucilago de almidon o polivinilpirrolidona), rellenos (por ejemplo, lactosa, azucar, celulosa
microcristalina, almidén de maiz, fosfato de calcio o sorbitol), lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, acido
estearico, talco, polietilenglicol o silice), disgregantes (por ejemplo, almidon de patata o almidén glicolato sédico), o
humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Del mismo modo, las pequefias moléculas pueden incorporarse en
preparaciones liquidas tales como suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes, o elixires,
utilizando técnicas y vehiculos convencionales. Tales preparaciones liquidas pueden contener aditivos
convencionales, como agentes de suspension, tales como jarabe de sorbitol, metilcelulosa, jarabe de
glucosal/azucar, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio, y grasas comestibles
hidrogenadas; agentes emulsionantes, tales como lecitina, monooleato de sorbitan, o goma arabiga; vehiculos no
acuosos (que pueden incluir aceites comestibles), tales como aceite de almendras, aceite de coco fraccionado,
ésteres oleosos, propilenglicol y alcohol etilico; y conservantes, tales como p-hidroxibenzoato de metilo o propilo y
acido sorbico.

Las composiciones farmacéuticas presentes también pueden estar en la forma de supositorios con bases de
supositorio convencionales, tales como manteca de cacao u otros glicéridos o en una forma que deba administrarse
por inhalacion, tipicamente en forma de una solucién, suspensiéon o emulsidon que se pueda administrar como un
polvo seco o en forma de un aerosol usando un propulsor convencional. Las formulaciones transdérmicas tipicas
comprenden vehiculos acuosos 0 no acuosos convencionales, y estan en la forma de cremas, ungiientos, lociones,
pastas, emplastos medicinales, parches o membranas.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener una o mas de una de las pequefias moléculas descritas en la
presente memoria. Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes activos adicionales, que son
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activos en el tratamiento de la enfermedad diana. Por ejemplo, se pueden incluir agentes terapéuticos adicionales
del cancer o agentes activos para el tratamiento de efectos secundarios asociados con la terapia con farmacos en la
composicion farmacéutica o se pueden administrar simultdneamente, pero en una preparacién separada, o
secuencialmente a la composicion farmacéutica que contiene las moléculas pequefas.

Realizaciones experimentales de la invencion
Ensayo de actividad de p53 in vitro

La capacidad de los compuestos para activar p53 se analizdé usando un ensayo basado en células. Para establecer
el ensayo, se genero un transfectante celular estable que expresaba un reportero sensible a p53. La linea celular del
melanoma A375 (ATCC CRL-1619) se transfectd con un vector que contenia el elemento de consenso 13x de
repeticion de p53 (13XRE) (Kern et al., 1991) clonado a un vector reportero DsRed Express (Clontech) para producir
el vector "PG13DsRed", en adelante denominado como "p53DsRed". Se seleccionaron clones de células estables en
presencia de G418 (Calbiochem), y se analizaron clones resistentes a G418 para la activacion del reportero
p53DsRed por UVC y radiacién gamma (fuente de '5’Cs), asi como el uso de un compuesto de molécula pequefia
inhibidor de la interaccion p53-Mdm2, nutlin 3a (Alexis) (Vassilev et al., 2004). Se utilizé el clon de células PG3/9 en
la pantalla.

El ensayo se llevé a cabo en un formato de 96 pocillos y todos los manejos de la placa se realizaron utilizando
robots de manejo de liquidos (Thermo CRS, Thermo Electron Corporation; Biomek FX, Beckman Coulter y Hamilton
de STAR, Hamilton Microlab). Las células se cultivaron en placas a 10.000 células /100 pl/ pocillo en ViewPlates de
96 pocillos (Packard) y se incubaron durante la noche a +37° C y 5% de CO,. Las bibliotecas de compuestos
quimicos de molécula pequefia se adquirieron y se diluyeron con dimetilsulféxido (DMSQO) a una concentracion de 10
mM. Los compuestos fueron trasferidos mediante alfiler a los medios completos a aproximadamente 3 uM de
concentracion, ya sea en forma simple (un compuesto/un pocillo) o como grupos de compuestos (dos
compuestos/un pocillo). Se retiré6 el medio de crecimiento y se sustituyé por los medios con los compuestos de
prueba seguido de incubacion de las células durante 24 horas a +37° C y 5% de CO,. Se incluyeron tratamiento con
placebo (DMSO solo) y controles positivos (3 uM nutlin-3a) en cada placa de 96 pocillos. Después de la incubacion,
las células se lavaron con tampon fosfato salino y se fijaron con paraformaldehido (PFA, 4%, 25 minutos,
temperatura ambiente) y los nucleos celulares se tifieron con Hoechst 33342 (Molecular Probes, 4 pg/ml, 2 minutos,
temperatura ambiente).

Las sefales de fluorescencia de Hoechst 33342 y la expresion del reportero DsRed en las células fijadas se
analizaron mediante la plataforma de cribado ArrayScan 4,5 de alto contenido (Cellomics) que incluye un
microscopio invertido (Zeiss 200M) con un objetivo de 10X (Zeiss), filtro de Omega XF93 (Omega), y camara CCD
ORCA-AG (Hamamatsu). El algoritmo utilizado para la adquisicién y analisis de imagenes fue Target Activation
Bioapplication (Cellomics), que fue montado para analizar el nimero total de células y el porcentaje de células
positivas del reportero p53 denominadas como "respondedoras”. Para cada pocillo, cuatro imagenes de ambos
canales de fluorescencia fueron adquiridos correspondientes a aproximadamente 1.700 células en los pocillos
tratados del placebo. Se calculd el numero promedio de respondedoras para cada pocillo, y los compuestos que
causaron la activacion del reportero mas de dos veces el promedio del nimero de respondedoras en las células
tratadas del placebo en cada placa fueron considerados como éxitos.

En la pantalla secundaria los éxitos se recogieron y probaron en un rango de concentracion de 100 nM a 10 uM. El
tiempo de tratamiento del compuesto, las fijaciones y tinciones de células, asi como la deteccion de la sefial de
fluorescencia fue como se describié anteriormente. Los compuestos que proporcionaron la activacion consistente del
reportero p53DsRed en la gama baja de concentracion uM fueron seleccionados para su analisis posterior. La
concentracion eficaz 50 (EC50) se calculd usando la siguiente formula:

EC50 = (50% induccion maxima - alto % induccién) x (baja concentracion-alta concentracion) + alta concentracion

(bajo % induccion- alto % induccion)

Ensayos de viabilidad

Se estudio el efecto de los compuestos seleccionados usando el ensayo de cribado de viabilidad de varias lineas de
células tumorales, asi como lineas de células diploides y cepas de células. Las células se sembraron en placas de
96 pocillos a una densidad de 10.000 células/ 100 pl/ pocillo y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente se
aplicaron diluciones del compuesto que fueron desde 0 a 40 pM a las células por triplicado y se incubaron las células
con los compuestos durante tres dias. La viabilidad celular se ensay6 usando el reactivo WST-1 de proliferacion
celular (Roche Diagnostics, Alemania). El reactivo WST-1 se diluyé 1:10 en medios de cultivo celular y se aplicé 100
I de la dilucién del reactivo sobre las células seguido de incubacion de 1 hora a +37° C. La absorbancia especifica
se midio a 450 nm y se midi6 una absorbancia de referencia a 690 nm. El experimento se repitié de dos a tres veces
y los resultados se presentan como % de viabilidad en comparacién con el control. Los valores de CI50 representan
la concentracion inhibitoria del 50% y se calcularon utilizando la formula:
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CI50 = (50 - % bajo de inhibicion) x (concentracion alta — concentracion baja) + concentracién baja

% alto de inhibicion -% bajo de inhibicion
Analisis de los niveles de proteina

Para estudiar el efecto de los compuestos sobre los niveles de proteina endégenos, células de melanoma A375 se
trataron con los compuestos durante 24 horas. Los lisados celulares se prepararon en tampoén de lisis que contenia
0,5% de NP-40 con inhibidores de proteinasa. Se separd la proteina (20-30 pg) por electroforesis de dodecil sulfato
de sodio-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido por la transferencia a una membrana de PVDF (Immobilon™ -P,
Millipore, Bedford, Mass., Estados Unidos). La inmunotransferencia se llevd a cabo utilizando anticuerpo DO-1 para
p53, 2A10 para Mdm2 y anti-p21 (Becton Dickinson) para detectar p21, seguido por anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rabano picante (p53) o biotina, seguido de estreptavidina-peroxidasa de rabano
picante (Mdm2 y p21) después de la cual se detectaron las proteinas con un aumento de quimioluminiscencia (ECL,
Amersham Life Sciences). La igualdad de la carga de proteinas se verificd utilizando GAPDH (p9.B.88, Europa
Bioproducts Ltd, Reino Unido) como control de carga de proteina.

Citometria de flujo e inmunofluorescencia

Analisis del ciclo celular y apoptosis celular se ensayé con citometria de flujo (LSR, Beckton Dickinson). Las células
fueron tratadas con los compuestos y tanto las células flotantes como las células adherentes se recogieron y se
fijaron en etanol al 70% a -20° C, seguido por la tincién del ADN con yoduro de propidio. Se recogieron un total de
10.000 cuentas y los datos se analizaron usando el software ModFit LT 3.1. Las células presentes en la poblacion
sub-G 1 fueron consideradas como apoptaéticas.

La tincion de inmunofluorescencia se llevd a cabo para determinar la localizacion correcta de p53 y para detectar la
fosforilacion de H2AX indicativa de estrés genotoxico. Las células fueron tratadas con los compuestos y se fijaron en
paraformaldehido (PFA del 3,5%, 25 minutos a temperatura ambiente). Los cubreobjetos se permeabilizaron en
0,5% NP-40 y se bloquearon en 3% de albumina de suero bovino (BSA). p53 se detecto por tincion con el anticuerpo
FL-393 (Santa Cruz, 1:50, 1 hora a +37° C) seguido del anticuerpo secundario conjugado Alexa-594 (Molecular
Probes, 1: 200, 1 hora a +37° C), se detecto fosfo-H2AX por tincién con anticuerpo anti-H2AX (P-Ser-139) (Upstate,
1: 200 1 hora a +37° C) seguido del anticuerpo secundario conjugado Alexa-488 (Molecular Probes, 1 : 200, 1 hora a
+37° C). Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342. Las imagenes fueron capturadas con el microscopio de
fluorescencia Zeiss Axioplan equipado con la camara Zeiss AxioCam HRc CCD y el software AxioVision 4.5
utilizando el objetivo 40X, NA = 0,75, filtros Chroma 31000, Chroma 41001 y 41004 para Hoechst, Alexa488 y
Alexa594, respectivamente.

Pruebas de toxicidad in vivo

La toxicidad aguda y crénica de los compuestos se probd en ratones FVB/N. Los ratones hembra de 4-6 semanas
de edad fueron adquiridos de Harlan y 2 animales fueron utilizados por dosis del compuesto. Los ratones fueron
inyectados por ruta intraperitoneal con los compuestos tres veces a la semana durante tres semanas en 30
microlitros de DMSO. Dos animales recibieron sélo vehiculo (= 30 yl, DMSO). Los animales se pesaron antes de las
inyecciones y fueron vigilados a fin de detectar cualquier signo de toxicidad, angustia o comportamiento inusual. Los
animales se sacrificaron tres dias después de recibir la inyeccion final. El higado, rifién, bazo, intestino delgado y
timo se extirparon y se fijaron en paraformaldehido al 4% durante la noche, y se procesaron en bloques de parafina.
La tincion de hematoxilina-eosina (tincion HE) de los tejidos se realizd utilizando técnicas inmunohistolégicas
estandar.

Modelo de tumor in vivo

Se utilizd un modelo de xenoinjerto ortotopico de linfoma de derrame pleural para evaluar las actividades
antitumorales de los compuestos 15, 21 y 22. Los ratones hembra NOD-SCID (Charles River, Francia) fueron
inyectados por ruta intraperitoneal con células de linfoma de derrame pleural que llevan un reportero de luciferasa
regulado de NF-kappaB estable (células-BC3 luc) (Keller et al., 2006). Los tumores se dejaron establecer durante
tres dias después de lo cual los ratones fueron fotografiados y divididos en grupos de tratamiento (4 a 5 ratones por
grupo). Los tratamientos con el compuesto se iniciaron en el dia cuatro. Los ratones recibieron 2 mg/kg (compuesto
21) o 20 mg/kg (compuestos 15 y 22) cada dos/tres dias siete veces a través de inyecciones ip, los ratones de
control recibieron s6lo DMSO. Los ratones fueron fotografiados antes de cada inyeccion del compuesto. El
fotografiado se llevd a cabo con Xenogen In Vivo Imaging System (IVIS), D-luciferina (Synchem OHG, Alemania) se
inyectd por ruta intraperitoneal (100 mg/kg) 10-15 minutos antes de cada imagen. La cuantificacion se realizd
utilizando Igor Pro Carbon software de analisis, la bioluminiscencia se cuantificé y se representé como flujo total
dentro de un ROI dado.

Resultados

Después de un cribado de alto rendimiento inicial de 40.000 compuestos y el analisis de la activacion de reportero
en un ensayo basado en células mediante analisis de alto contenido de la imagen, se identificaron varios
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compuestos de interés y se designaron como compuestos 1, 7, 9, 15, 20, 21, 22, y 23. Las estructuras de los
compuestos 1, 7, 9, 15, 20, 21, 22, y 23 se muestran en la Tabla 1.

Estos compuestos se han validado como potentes (es decir, intervalo de bajo pM-nM) activadores de la actividad del
reportero-pc53. Como se muestra en la figura 1, cada compuesto (cmp) induce al reportero —p53 en células de
melanoma con una capacidad que es igual o mayor que la de un compuesto control positivo, nutlin-3a. Las
respectivas concentraciones eficaces (EC50) para cada compuesto son como sigue; cmp 1, 3,3 uyM; cmp 7, 6,6 pM;
cmp 9, 4,6 uM; cmp 15, 54 pM; cmp 20, 0,6 yuM cmp 21, 0,3 pM; cmp 22, 2,6 uM; cmp 23, 2,1 uyM. Con altas
concentraciones de los compuestos 1, 22 y 23 se detectd una disminucion en la fraccion de células activadas por el
reportero p53, al parecer debido a la muerte celular excesiva (no mostrado).

Se compararon los efectos de los compuestos utilizando pruebas de viabilidad celular en dos lineas celulares de
melanoma, una que expresa p53 de tipo salvaje (A375) y una que tiene una mutacioén truncada de p53 y no produce
un p53 funcional (RPMI-7951). Todos los compuestos probados fueron capaces de disminuir la viabilidad celular de
la linea celular de melanoma wt p53, y fueron mas o igual de potentes que nutlin-3a (Figura. 2A). Sin embargo, los
compuestos fueron claramente mucho menos eficaces en la disminucion de la viabilidad celular de la linea celular de
melanoma con p53 mutante (Figura 2B).

También se ensayaron las toxicidades potenciales de los compuestos en varias lineas celulares humanas no
transformadas que expresan p53 de tipo salvaje. Estos incluyen melanocitos, fibroblastos y células endoteliales
intestinales humanas. Las células se incubaron con las concentraciones indicadas de los compuestos durante tres
dias, seguido por mediciones de viabilidad celular. Para cada compuesto, el IC50 fue menor para las células de
melanoma A375 que para las lineas de células humanas normales (Figura 3, Tabla 2). Ademas, cada compuesto fue
= 2,4 veces mas potente en la disminucién de la viabilidad de las células de melanoma en comparacion con la linea
celular normal mas sensible (células WS-1) (Tabla 2).

Table 2

Compuesto
Linea celular 1 7 9 21 22 Nutlin
Melanoma IC50 4,3 3,0 6,1 0,7 46 7,2
A375 (WTp53

SD 0,6 0,8 2,0 1,1 1,4 24
RPMI7951 IC50 14,7 16,8 178 3,0 13,3 >40
(MUT p53)

SD 4.1 4,0 1,5 21 1.3
Fibroblasto IC50 10,4 181 157 19 11,5 20,6
diploide WS-1

SD 48 2,6 5,0 36 57 69
Melanocito IC50 304 324 >40 >40 32,2 >40

SD 1,8 1,1 0,7
Células IC50 13,1 196 196 2,7 14,5 10,7
endoteliales
intestinales SD 08 28 16 51 20 107
humanas

diferencia de veces IC50 (A375)/ IC50(WS-1) 2,4 6,0 26 26 25 2,9

la activacion de p53 se observa frecuentemente en conjuncidon con un aumento significativo de sus niveles de
proteina. Por lo tanto, evaluamos los niveles de p53 y la posible induccién de sus genes diana, Mdm2 y p21. Las
células de melanoma A375 se incubaron durante 24 horas con los compuestos indicados, los lisados de células se
prepararon y analizaron por inmunotransferencia con anticuerpos de p53, Mdm2 y p21. Todos los compuestos
ensayados aumentaron significativamente el nivel y la acumulacién nuclear de p53 (Figuras 4A y B). Ademas, todos
los compuestos indujeron la expresion de genes diana de p53 pero en un grado diferente. La induccion del inhibidor
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de ciclina quinasa p21 fue mas prominente con el compuesto 21, y la induccion de Mdm2 fue mas prominente con
los compuestos 1, 9, 21 y 22 (Figura 4A). Las diferencias en la capacidad de los compuestos para inducir Mdm2 y
p21 son indicativos de que los compuestos pueden utilizar rutas mecanisticamente diferentes para la induccion de
p53.

El efecto de los compuestos sobre las células de melanoma se evalu6 mediante citometria de flujo. Las células de
melanoma A375 se trataron con los compuestos, ya sea durante 3 o 6 dias, seguido por tincién con yoduro de
propidio y analisis de citometria de flujo. Se detectaron tres respuestas fenotipicas diferentes. Cpm 9 causé una
detencion en la fase G1 de las células, mientras que los compuestos 1, 21 y 22 causaron la detencion en la fase G2
y la apoptosis. Por otra parte, el compuesto 7 causé una detencion en la fase G2 inminente y aumenté la fraccion
apoptotica de las células (Figura 5).

La induccion del punto de control G2 se observa a menudo en respuesta al estrés genotdxico, tal como la radiacion
ionizante. Como tal, se puso a prueba si los compuestos inducen la fosforilacién de la histona H2AX en serina-139
(yH2AX), que es un marcador rapido y especifico de la presencia de lesiones de hebras de ADN. Los cmps 7 y 15
indujeron una respuesta celular yH2AX concordante con la induccion de la detencion de la fase G2 (Figura 6).
Juntos, los resultados son indicativos de que los cmps 7 y 15 inducen la ruta de p53 a través de una respuesta de
estrés genotdxico. Es posible que los otros compuestos activen la ruta de p53 a través de otras rutas de activacion
de estrés celular por otros medios diferentes que el de causar roturas de la doble hebra de ADN.

Con el ensayo descrito en la presente memoria, se identificaron potentes compuestos de molécula pequefia que
activan la ruta de p53. Los compuestos inducen la estabilizacién de p53, la uniéon especifica de la secuencia, la
activacion del reportero, y tienen la capacidad de inducir los genes diana de p53. Todos los compuestos disminuyen
selectivamente la viabilidad de las células tumorales a bajas concentraciones micromolares. Juntos, los resultados
confirman que los compuestos indicados activan la ruta de p53 y causan la parada del ciclo celular y la muerte
celular, caracteristicas de los cuales que son beneficiosas en los intentos de restringir el crecimiento de células
tumorales in vitro e in vivo. Estos efectos se pueden acoplar con la activacion de la respuesta al dafio del ADN
celular. Las pruebas de toxicidad en el ratén utilizando inyecciones intraperitoneales de los compuestos 7, 9, 15, 21,
y 22 (9 dosis/3 semanas) no mostraron ninguna toxicidad aparente en los animales como se indica mediante las
curvas de peso (Figura 7), patologias macroscoépicas, o tincion de hematoxilina-eosina de tejidos tales como el timo,
bazo, intestino, higado o rifién (no mostrados). Soporte para su utilidad potencial como agentes anti-tumorales se
indica mediante un modelo de linfoma de células B ortotdpico. Los ratones fueron inyectados con células de linfoma
de derrame pleural BC-3 establemente integradas con un gen reportero de luciferasa (Keller et al., 2006). Una vez
que se establecieron los tumores, segun lo medido por el monitor de bioluminiscencia in vivo, los ratones se trataron
con inyecciones intraperitoneales de los compuestos tres veces a la semana. El tratamiento de los animales con los
compuestos 15y 22 condujo a la inhibicion visible del crecimiento de células tumorales mientras que el compuesto
21 no tuvo ningun efecto (Figura 8). Los resultados indican potenciales efectos anti-tumorigénicos de los
compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto que tiene la férmula seleccionada del grupo que comprende
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o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable para la fabricacion de un medicamente para el tratamiento del
cancer.

2. Uso de un compuesto que tiene la fémula seleccionada del grupo que comprende
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o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable para la fabricacidon de un medicamento para el tratamiento de una
5 afeccion seleccionada de isquemia, un trastorno o inflamacién neuronal.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el compuesto se usa en la activacién de una respuesta de
la ruta de p53.

4. Un compuesto que tiene la férmula

10 o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento del cancer.

5. El compuesto para uso segun la reivindicacion 4, en donde la administracion del compuesto se lleva a cabo a
una dosis en el intervalo 0,001 mg/kg a 200 mg/kg por dia.

6. El compuesto para uso segun la reivindicacion 4 o 5, en donde la administracion del compuesto se efectua
oralmente, parenteralmente, sublingualmente, transdérmicamente, por via rectal, transmucosal, topicamente, por
15 inhalacioén, o por medio de administracién bucal.
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Figura 7
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Figura 8
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