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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones relacionadas con una via selectiva del receptor de retinoides

Campo de la invencién

La presente invencion se encuentra en el campo de los procedimientos y composiciones relacionados con una via
selectiva del receptor de retinoides.

Antecedentes de la invencion

Los efectos anticancerigenos de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son bien reconocidos
(Tegeder, I. y col.,, FASEB J 15 (12), 2057-2072 (2001); Kashfi, K & Rigas, B, Biochem Pharmacol 70(7), 969-986
(2005)). Los AINE bloguean la produccion de eicosanoides mediante la inhibicion de las ciclooxigenasas (COX-1y
COX-2). Los AINE han recibido una atencion significativa como agentes quimiopreventivos prometedores para el
cancer desde el descubrimiento de que el uso regular de aspirina reduce la incidencia de cancer de colon.
Desafortunadamente, los efectos anticancerigenos prometedores de los AINE se han visto ensombrecidos por los
efectos secundarios emergentes conjuntos, incluidas las complicaciones cardiovasculares potencialmente mortales y
que se sabe que estan asociadas con la inhibicion de la COX-2. A pesar del vinculo entre la COX-2 y la
carcinogénesis, los AINE inducen apoptosis en células cancerosas que no contienen COX-1 ni COX-2, lo que indica
que existen otros objetivos intracelulares (Tegeder, |. y col., FASEB J 15 (12), 2057-2072 (2001); Kashfi, K & Rigas,
B, Biochem Pharmacol 70(7), 969-986 (2005)).

El documento US 2005/054008 A1 ensefia un procedimiento de seleccion de agentes que modulan la migracion del
Receptor X Retinoide (RXR).

El documento WO 01/12858 A1 ensefia un polinucleétido que comprende el elemento de unién a PPARS y un
procedimiento de preseleccion de agentes que comprende el mismo.

El documento DE 101 63 426 A1 desvela varios derivados de sulindac.

Baldwin G S y col: "Structural requirements for the binding of non-steroidal antiinflammatory drugs to the 78 kDa
gastrin binding protein", BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 28 JUN 1999, vol. 1428, n.° 1, 28 de junio de 1999
(1999-0628), paginas 68-76, ISSN: 0006-3002 ensefia un analogo de alquilo de los compuestos reivindicados
instantaneamente, el compuesto Q.

Felts Andrew S y col: "Sulindac derivatives that activate the peroxisome proliferator-activated receptor gamma but
lack ciclooxigenase inhibition", JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY 28 AUG 2008, vol. 51, n.° 16, 28 de agosto
de 2008 (2008-0828), paginas 4911-4919, ISSN: 1520-4804 desvela varios derivados de sulindac.

Keller J y col: "Change en apoptosis en patients treated con sulindac", GASTROENTEROLOGY, ELSEVIER,
FILADELFIA, PA, vol. 114, 15 de Abril de 1998 (1998-04-15), pagina A620, XP027467433, ISSN: 0016-5085, DOI:
10.1016/S0016-5085(98)82532-8 ensefia la eficacia a largo plazo y la toxicidad del sulindac en pacientes con
poliposis adenomatosa familiar (PAF).

Masunagra R y col: "SULINDAC INHIBITS GROWTH OF RAT COLON CARCINOMA BY INDUCING APOPTOSIS",
EUROPEAN SURGICAL RESEARCH, S.KARGER PUBL., BASEL, CH, vol. 32, n.° 5, 1 de septiembre de 2000 (09-
01-2000), paginas 305-309, XP001097988, ISSN: 0014-312X, DOI: 10.1159/000008780 ensefia la eficacia inhibitoria
de sulindac en el desarrollo del cancer colorrectal.

Sumario de la invenciéon

Las realizaciones se refieren a procedimientos y composiciones relacionadas con una via selectiva del receptor de
retinoides. En algunas realizaciones, esta via esta dirigida a manipular un microentorno tumoral. Se describe un
procedimiento para inducir la apoptosis en una célula cancerosa. Por ejemplo, se puede proporcionar una
composicion para evitar o tratar el cancer, como el compuesto de formula (l1) descrito en el presente documento. En
algunas realizaciones, se usa una composicion que comprende el compuesto K-80003, o un analogo de K-80003,
como se describe en el presente documento, para el tratamiento del cancer.

Como se muestra en el presente documento, el sulfuro de sulindac (en lo sucesivo en este documento "sulindac" o
"sulindac sulfuro") se une al compuesto RXRa en concentraciones clinicamente relevantes e induce la apoptosis de
una manera dependiente de RXRa, identificando el RXRa como un objetivo intracelular de la acciéon de sulindac.
Como también se muestra en el presente documento, sulindac inhibe potentemente la activacion de AKT (proteina
quinasa B), una quinasa de supervivencia critica en células cancerosas. Ademas, se muestra que un RXRa truncado
en N-terminal (tRXRa) media la sefalizacién de supervivencia en células cancerosas. Como se muestra en el
presente documento, cuando se combina con TNFa, sulindac inhibe una interaccién tRXRa/p85a inducida por TNFa,
lo que lleva a la activacion de la via apoptética mediada por el receptor de la muerte. Ademas, el analogo de
sulindac K-80003, disefiado y sintetizado como se describe en el presente documento, muestra una afinidad
incrementada por RXRa sin actividad inhibitoria de COX, y muestra una mayor eficacia para inhibir la activacion AKT
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dependiente de tRXRa y el crecimiento tumoral de tRXRa en animales.

En el presente documento se describen los ligandos de RXRa derivados de sulindac que se dirigen a una via
apoptoética para la terapia del cancer. Se describe un procedimiento para inducir la apoptosis en una célula
cancerosa, que comprende: la autoregulacion de la actividad del factor de necrosis tumoral a (TNFa) en una célula
cancerosa, sensibilizando asi la célula cancerosa a la supresion del AKT; y poner en contacto la célula cancerosa
sensibilizada con un compuesto, en el que se sabe que el compuesto interactia con el receptor X retinoide a
(RXRa), y en el que se sabe que el compuesto suprime la actividad de la proteina quinasa B (AKT) independiente de
la via de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). En un aspecto, la autoregulacién de la actividad de TNFa comprende la
introduccion de TNFa exégeno en la célula cancerosa. En otro aspecto, la autoregulacion de la actividad de TNFa
comprende la autoregulacion de TNFa enddgeno en la célula cancerosa. En un aspecto adicional, la célula
cancerosa es una célula cancerosa seleccionada de entre el grupo que consiste en una célula de cancer de pulmén,
una célula de cancer de mama, una célula de cancer de préstata, una célula de cancer de higado y una célula de
cancer de colon. En un aspecto adicional de esta realizacion, la célula cancerosa es una célula cancerosa
seleccionada de entre el grupo que consiste en una célula A549, una célula H460, una célula ZR-75-1, una célula
MCF-7, una célula LNCaP, una célula PC3, una célula HepG2, una célula Caco2 y una célula SW480. En un aspecto
adicional, el compuesto candidato es un andlogo de sulindac, y en el que el analogo muestra al menos una
propiedad seleccionada de entre el grupo que consiste en una Cls inferior a la de sulindac cuando se une a RXRa y
una Clsp mayor que la de sulindac cuando se une a COX-2. En un aspecto adicional, el analogo es un compuesto
seleccionado de entre el grupo que consiste en K-80001, K-80002, K-80003, K-80004 y K-80005. En un aspecto
adicional de esta realizacion, el analogo es K-80003.

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inducir la apoptosis en
una célula cancerosa, que comprende: proporcionar un compuesto candidato a una célula cancerosa; y determinar si
el compuesto candidato es capaz de al menos una actividad seleccionada de entre el grupo que consiste en:
suprimir la actividad de AKT, activar caspasa-8, activar BAX, inhibir cFLIP y degradar Bid en la célula cancerosa. En
un aspecto de esta realizacion, determinar si el compuesto candidato es capaz de suprimir la actividad de AKT
comprende: activar AKT tratando previamente las células cancerosas con acido todo-trans-retinoico (ATRA) o 9-cis-
AR; y medir un cambio en el nivel de AKT en la célula cancerosa después de la administracion del compuesto
candidato.

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inducir la apoptosis en
una célula, que comprende: proporcionar un compuesto candidato a una célula; y determinar si el compuesto
candidato es capaz de unirse selectivamente a una proteina RXRa truncada (tRXRa). En un aspecto, el compuesto
candidato es un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en un péptido, una proteina, un acido
nucleico y una molécula pequefia.

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inducir la apoptosis en
una célula, que comprende: proporcionar un compuesto candidato a una célula; y determinar si el compuesto
candidato es capaz de regular una proteina tRXRa. En un aspecto, el compuesto candidato es un compuesto
seleccionado de entre el grupo que consiste en un péptido, una proteina, un acido nucleico y una molécula pequena.
En otro aspecto, determinar si el compuesto candidato es capaz de regular una proteina tRXRa comprende
determinar si el compuesto candidato es capaz de evitar que tRXRa se una a la proteina p85a. En un aspecto
adicional, determinar si el compuesto candidato es capaz de regular una proteina tRXRa comprende determinar si el
compuesto candidato es capaz de evitar que RXRa experimenta una modificaciéon de proteina. En un aspecto
adicional de esta realizacién, la modificacion de la proteina comprende la fosforilacion. En un aspecto adicional,
determinar si el compuesto candidato es capaz de regular una proteina tRXRa comprende determinar si el
compuesto candidato es capaz de evitar que la proteina tRXRa migre desde el nucleo al citoplasma.

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inducir la apoptosis en
una célula, que comprende: dentificar una célula que expresa tRXRa; poner en contacto la célula con un compuesto
candidato; y determinar si el compuesto candidato induce la apoptosis de la célula. En un aspecto, el compuesto
candidato es un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en un péptido, una proteina, un acido
nucleico y una molécula pequeia. En otro aspecto, el compuesto candidato es un compuesto de una biblioteca de
moléculas pequefias. En un aspecto adicional, el compuesto candidato es un compuesto de una peptidoteca. En un
aspecto adicional de esta realizacion, la célula es de la mama o el higado.

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inhibir el crecimiento de
un tumor, que comprende: identificar un tumor que expresa tRXRa; poner en contacto el tumor con un compuesto
candidato; y determinar si el compuesto candidato inhibe el crecimiento del tumor. En un aspecto de esta realizacion,
el compuesto candidato es un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en un péptido, una proteina,
un acido nucleico y una molécula pequefia. En otro aspecto de esta realizacion, el compuesto candidato es un
compuesto de una biblioteca de moléculas pequefias. En un aspecto adicional de esta realizacion, el compuesto
candidato es un compuesto de una peptidoteca. En un aspecto adicional de esta realizacion, el tumor es un tumor de
la mama o el higado.

Se describe un procedimiento para evitar el cancer en un sujeto, que comprende: identificar a un sujeto con un
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riesgo elevado de cancer en relacion con la poblacion general; y proporcionar al sujeto un agente que suprima la
actividad de AKT, en el que la union del agente a RXRa en la superficie de una célula en el sujeto

da como resultado la supresion de la actividad de AKT. En un aspecto, el procedimiento comprende ademas
administrar TNFa al sujeto antes de administrar el agente, sensibilizando asi las células cancerosas en el sujeto a la
inhibicién de AKT por el agente. En otro aspecto, el agente es un analogo de sulindac. En un aspecto adicional de
esta realizacion, el analogo es un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en K-80001, K-80002, K-
80003, K-80004 y K-80005. En un aspecto adicional, el analogo es K-80003.

Se describe un procedimiento para tratar el cancer en un mamifero, que comprende: identificar a un mamifero que
padece cancer y proporcionar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente que se sabe que
suprime la actividad de AKT independiente de la via de la ciclooxigenasa-2 (COX-2). En un aspecto, el
procedimiento comprende ademas administrar TNFa al mamifero antes de administrar el agente, sensibilizando asi
las células cancerosas en el mamifero a la inhibicion de AKT por el agente. En otro aspecto, el agente es un analogo
de sulindac. En un aspecto adicional de esta realizacion, el analogo es un compuesto seleccionado de entre el grupo
que consiste en K-80001, K-80002, K-80003, K-80004 y K-80005. En un aspecto adicional de esta realizacion, el
analogo es K-80003. En un aspecto adicional de esta realizacion, el mamifero es un ser humano.

Se describe un procedimiento para evitar o tratar el cancer en un mamifero, que comprende administrar a un
mamifero que lo necesite una composicion que comprende el compuesto de férmula (1), en la que A es un arilo o un
heteroarilo, y en la que A puede estar opcionalmente sustituido por Rz y 0, 1, 0 2 R4; en la que B es un arilo o un
heteroarilo, y en la que B puede estar opcionalmente sustituido por 0, 1 0 2 R4; en la que Ry es (CRsRs),COOH; en
la que Rz se selecciona de entre el grupo que consiste en H, un alquilo C4-19, un arilalquilo, un cicloalquilo, un
cicloalquilalquilo, un haloalquilo, alquilO, alquilS y haloalquilO; en la que Rz y R4 se seleccionan independientemente
de entre el grupo que consiste en H, un alquilo Ci-19, un haloalquilo, un halo, CN, un arilo, un heteroarilo, un
arilalquilo, un heteroarilalquilo, alquilO, alquilS, (CR4Rs).CONR7Rs, OH, un cicloalquilo, un cicloalquilalquilo,
cicloalquilO y un alcoxialquilo; en la que Rs y Re: se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste
en H, un alquilo C4-7, OH, un alcoxi, un cicloalquilo; o juntos forman un grupo cicloalquilo o heterociclilo; y en la que n
es0,1,203.

La invencion se refiere a un compuesto de férmula (1) que tiene la estructura:

1)
en la que:

R+ se selecciona de entre el grupo que consiste en CH,COOH y CH,CH>COOH,;
Rz es CHs; y

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en 4-CH,CHs y 4-CH(CHs3), asi como en el compuesto de formula
(I1) como se ha definido anteriormente para su uso en la prevencion y tratamiento de canceres en un sujeto con un
riesgo elevado de cancer en relacion con la poblacion general, en el que la unién del compuesto a RXRalfa en una
célula cancerosa en el sujeto da como resultado la supresion de la actividad de AKT independiente de la via de la
ciclooxigenasa (COX).

Se describe un procedimiento para seleccionar un compuesto candidato con la capacidad de inducir la apoptosis en
una célula cancerosa de una manera selectiva de RXRa, que comprende: proporcionar un compuesto candidato a
una célula cancerosa; y determinar si el compuesto candidato es capaz de unirse a RXRa sin inhibir la actividad
COX-2 en la célula cancerosa. En un aspecto, determinar si el compuesto candidato es capaz de unirse a RXRa
comprende detectar una sensibilidad alterada de RXRa a la digestion con quimotripsina en la célula cancerosa. En
otro aspecto, determinar si el compuesto candidato es capaz de unirse a RXRa comprende detectar un perfil de
calorimetria diferencial de barrido (CDB) alterado en la célula cancerosa.

Se describe una composicion que comprende un compuesto de férmula (1), en la que A es un arilo o un heteroarilo, y
en la que A puede estar opcionalmente sustituido por Rz y 0, 1, 0 2 R4; en la que B es un arilo o un heteroarilo, y en
la que B puede estar opcionalmente sustituido por 0, 1 0 2 R4; en la que R¢ es (CRsRs),COOH; en la que Rz se
selecciona de entre el grupo que consiste en H, un alquilo C1-1o, un arilalquilo, un cicloalquilo, un cicloalquilalquilo, un
haloalquilo, alquilO, alquilS y haloalquilO; en la que Rs y R4 se seleccionan independientemente de entre el grupo
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que consiste en H, un alquilo Ci-10, un haloalquilo, un halo, CN, un arilo, un heteroarilo, un arilalquilo, un
heteroarilalquilo, alquilO, alquilS, (CR4Rs).CONR7Rs, OH, un cicloalquilo, un cicloalquilalquilo, cicloalquilO y un
alcoxialquilo; en la que Rs y Re: se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste en H, un alquilo
C1-7, OH, un alcoxi, un cicloalquilo; o juntos forman un grupo cicloalquilo o heterociclilo; y enlaque nes 0, 1, 2 0 3.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una composicion que comprende un compuesto de formula (II) como se
definié anteriormente, en el que la composicién muestra al menos una propiedad seleccionada

de entre el grupo que consiste en una Clsp inferior a la de sulindac cuando se une a RXRa y una Clsp mayor que la
de sulindac cuando se une a COX-2.

De acuerdo con la invencion, se proporciona una composicion que comprende un compuesto de férmula (l1), en la
que R se selecciona de entre el grupo que consiste en CH,COOH y CH,CH>COOH; en la que Rz es CHs; y en la
que R; se selecciona de entre el grupo que consiste en 4-CH,;CHa, y 4-CH(CHs).. En un aspecto de esta realizacion,
la composiciéon se selecciona de entre el grupo que consiste en K-8002 y K-8003. En otro aspecto de esta
realizacion, la composicién es K-80003.

Se describe una composicion que comprende un compuesto de formula (lll), en la que Ry se selecciona de entre el
grupo que consiste en CHs, F y CI; en la que R; se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CHs, Cly F; y en
la que R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en CH3z, CH>CH3, CH(CHj3)2, C(CH3)s, CH2Cl, OCH3 y SCHs.

Se describe una composicion que comprende un compuesto de férmula (IV), en la que R¢ se selecciona de entre el
grupo que consiste en CHs, F y CI; en la que R; se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CH3, Cly F; y en
la que R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en CH3z, CH>CH3, CH(CHj3)2, C(CH3)s, CH2Cl, OCH3 y SCHs.

Se describe una composicion que comprende un compuesto de formula (V), en la que Ry se selecciona de entre el
grupo que consiste en COOH, CH;CH,COOH, CH=CHCOOH, CH>-tetrazol, CH,-CH,-tetrazol, CH,COOCHS3;, CHj,
CH>CONH,, CH2CONHCH3, CH,OH, CH,CH,OH y CH2NHy; en la que R: se selecciona de entre el grupo que
consiste en H, Cl, CH2CH3s, OCHs, NH2, NHCH3;, CF3, CH;NH,, CH,OH, CH,CI, CH(CH3), y OCH2CHj3; en la que R3
se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CH=CH;, CCH, C(CHj3)3, CF3, OH, OCH3, OCH,CHs, NH_,
NHCH3;, CN, NHCOCHj,
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en la que R4 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, Cl, CHs, CH,CH3, CH(CH3)2, OCHs, OCHCH3, NHz y
NHCHs.

Se describe una composicién que comprende un compuesto de férmula (lll), en la que Ry se selecciona de entre el
grupo que consiste en CHs, F y CI; R, se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CHs, Cly F; y en la que R3
se selecciona de entre el grupo que consiste en CHs, CH,CH3, CH(CHs)2, C(CHz3)s, CH2Cl, OCH3 y SCHa.

Se describe una composicidon que comprende un compuesto de férmula (IV), en la que R¢ se selecciona de entre el
grupo que consiste en CHs, F y CI; en la que R; se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CH3, Cly F; y en
la que R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en CH3z, CH>CH3, CH(CHj3)2, C(CH3)s, CH2Cl, OCH3 y SCHs.

Se describe una composicion que comprende un compuesto de formula (V), en la que Ry se selecciona de entre el
grupo que consiste en COOH, CH;CH,COOH, CH=CHCOOH, CH>-tetrazol, CH,-CH,-tetrazol, CH,COOCHS3;, CHj,
CH>CONH,, CH,CONHCH3j, CH;OH, CH,CH,OH y CH3:NHg; en la que Rz se selecciona de entre el grupo que
consiste en H, Cl, CH>CHs, OCH3, NH2, NHCH3, CF3, CH2NH», CH,OH, CH2CI, CH(CHzs), y OCH>CHs; y en la que R3
se selecciona de entre el grupo que consiste en H, CH=CH;, CCH, C(CHj3)3, CF3, OH, OCH3, OCH,CH3, NH_,
NHCH3;, CN, NHCOCHj,
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en la que R4 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, Cl, CHs, CH,CH3, CH(CH3);, OCHs, OCHCH3, NHz y
NHCHs.

Se describe una composicion que comprende un analogo de sulindac, en la que en analogo muestra al menos una
propiedad seleccionada de entre el grupo que consiste en una Cls inferior a la de sulindac cuando se une a RXRa y
una Clsp mayor que la de sulindac cuando se une a COX-2.

En una realizacién adicional, se proporciona una composicidon que comprende un compuesto seleccionado de entre
el grupo que consiste en acido 3-(4-fluorofenil)-2-metilacrilico; acido 3-(4-fluorofenil)-2-metilpropanoico, 6-fluoro-2-
metil-2,3-dihidroinden-1-ona; 2-(6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acetato de etilo; acido (Z)-2-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-
6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il) acético; acido (Z)-2-(3-(4-metilbenciliden)-6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il) acético; acido
(Z)-2-(3-(4-etilbenciliden)-6-fluoro-2-metil-3 H-inden-1-il) acético; acido (Z)-2-(3-(4-iso-propilbenciliden)-6-fluoro-2-
metil- 3H-inden-1-il) acético; 2-(6-fluoro-3H-inden-1-il) acetato de etilo; acido (E)-2-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-6-
fluoro-3H-inden-1-il) acético; espiro(dihidro-2(3H)furanona-5-1'(2'H) (3'H)-6-fluoro-indano; 3-(6-fluoro-3H-inden-1-il)
propanoato de metilo; (E)-metil 3-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-6-fluoro-3H-inden-1-il)propanoato; K-80003 analdgico
n.° 1; K-80003 analogico n.° 2; K-80003 analdgico n.° 3; K-80003 analogico n.° 4; K-80003 analégico n.° 5; K-80003
analogico n.° 6; K-80003 analdgico n.° 7; K-80003 analdgico n.° 8; K-80003 analdgico n.°9; K-80003 analdgico
n.° 10; K-80003 analdgico n.° 11; K-80003 analdgico n.° 12; K-80003 analodgico n.° 13; K-80003 analdgico n.° 14; K-
80003 analdgico n.° 15; K-80003 analdgico n.° 16; K-80003 analdgico n.° 17; K-80003 analdgico n.° 18; K-80003
analdgico n.° 19; K-80003 analogico n.° 20; K-80003 analogico n.° 21; K-80003 analdgico n.° 22; K-80003 analégico
n.° 23; K-80003 analdgico n.° 24; K-80003 analdgico n.° 25; K-80003 analodgico n.° 26; K-80003 analdgico n.° 27; K-
80003 analdgico n.° 28; K-80003 analdgico n.° 29; K-80003 analdgico n.° 30; K-80003 analdgico n.° 31; K-80003
analdgico n.° 32; K-80003 analdgico n.° 33; y K-80003 analdgico n.° 34.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la uniéon de sulindac a RXRa. (a) Unién de sulindac a la proteina RXRa LBD incubada con
[ H]9-cis-AR o 9-cis-AR sin marcar. b) Unidn de sulindac a RXRa en células HEK293 que expresan de manera
estable RXRa, Nur77 o RARR segun se determiné mediante analisis de HPLC. (c) SenS|b|I|dad alterada de RXRa
LBD o GST-RXRa a la quimotripsina por sulindac. (d) Comparacion de los espectros °F RMN de sulindac en
ausencia y presencia de RXRa LBD o proteina Nur77. Sulindac inhibe la transactivaciéon de homodimeros y
heterodimeros de RXRa segun lo determinado por la actividad 2-tk-CAT (TREpal) (Zhang y col., Nature 358, 587-
591 (1992a)) (e) o actividad BRARE-tk-CAT (Zhang y col., Nature 355, 441-446 (1992b)) (f).

La Figura 2 muestra sulindac induciendo la apoptosis dependlente de RXRa y la activacion de Bax. Efectos
apoptoticos de sulindac en células F9 o F9 que carecen de RXRa (F9 RXRa” ’) segun se analiz6 mediante tincion
con DAPI (a), escision de PARP (b) y fragmentacion del ADN (c). RXRa ARNip inhibe la induccion de apoptosis
por sulindac. Las células de cancer de pulmén H460 transfectadas con control o RXRa ARNip (d) tratadas con
sulindac y analizadas mediante tincion DAPI para la apoptosis (e). (f) La transfeccion de RXRa aumenta el efecto
apoptotico de sulindac. Las células CV-1 transfectadas con GFP-RXRa se trataron con sulindac y se analizaron
mediante tincion con DAPI. (g) La interrupcion de la RXRa LBP perjudica el efecto apoptético de sulindac. Las
células CV-1 transfectadas con GFP-RXRa o GFP-RXRa/F313S/R316E se trataron con sulindac y se analizaron
mediante tincion con DAPI. Apoptosis puntuada en células transfectadas con receptor Papel de Bax en la
induccion de la apoptosis. Células HCT116 o células HCT116 que carecen de Bax (Bax ’) fueron tratadas con o
sin sulindac. Apoptosis determinada por escision de PARP (h) y tincion con DAPI (i). (j, k) RXRa ARNip inhibe la
activacion de Bax inducida por sulindac. Derribar RXRa en células HCT116 por RXRa ARNip se puso de
manifiesto por inmunotransferencia. Las células HCT116 transfectadas con o sin RXRa ARNip o ARNip de
control se trataron con sulindac, y se analizaron para la oligomerizacion de Bax (j) y el cambio conformacional de
Bax y la orientacién mitocondrial mediante inmunotincidn/microscopia confocal usando Bax/A21, Bax/6A7 o
anticuerpo anti-Hsp60 (k).

La Figura 3 muestra que sulindac inhibe la activacion de AKT inducida por TNFa y la interaccion tRXRa-p85a. (a)
Inhibiciéon de la activacién de AKT por sulindac. Las células HCT116, SW480, HepG2, ZR75-1, MCF-7, PC3,
LNCaP HaCat, y RAW264.7 privadas de alimento durante una noche y tratadas con sulindac se analizaron para
determinar la activacion de AKT mediante inmunotransferencia. (b) Inhibicion de la activacion basal de AKT por
RXRa ARNip. Las células HepG2 transfectadas con RXRa ARNip se trataron con sulindac. La activacién de AKT
y la expresion de RXRa se analizaron mediante inmunotransferencia. (c) Inhibicion de la activacion de AKT
inducida por TNFa por sulindac y RXRa ARNip. Las células de cancer de pulmon A549 transfectadas con RXRa
o ARNip de control se trataron previamente con sulindac y se expusieron a TNFa. La activacién de AKT y la
expresion de RXRa se analizaron mediante inmunotransferencia. (d) Inhibicion sinérgica de la activacion de AKT
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por TNFa y sulindac. Las células ZR-75-1 y PC3 se trataron previamente con sulindac y se expusieron a TNFa.
La activacion de AKT se analizé mediante inmunotransferencia. (e) Representacion esquematica de anticuerpos
anti-RXRa usados en co-inmunoprecipitacion y ensayos de inmunotransferencia (arriba). El anticuerpo D20
reconocié los aminoacidos 2-21 en el dominio A/B N-terminal, mientras que el anticuerpo AN197 reconoce el
dominio E/F C-terminal (a continuacién). También se muestra una proteina truncada RXR con aproximadamente
44 kDa. (f) Expresion de tRXRa en diversas lineas celulares de cancer. Las lineas celulares HCT116, SW480,
ZR75-1, MCF-7, PC3, LNCaP, HepG2, HaCat, Caco2, MEF, RAW y BHK tratadas con o sin 9-cis-AR se
analizaron mediante inmunotransferencia usando el anticuerpo AN197 RXRa.

La Figura 4 muestra el papel de tRXRa en la activacion de AKT y el crecimiento celular independiente del
anclaje. (a) Produccién dependiente de la densidad celular de tRXRa y activacion de AKT. Los FER sembrados a
diferentes densidades celulares se analizaron para determinar la expresiéon de RXRa usando el anticuerpo
AN197 y la activacion de AKT por inmunotransferencia. (b) La localizacién subcelular de RXRa enddgeno en los
FER se visualizé mediante microscopia confocal después de la inmunotinciéon usando anti-RXRa (AN197). Las
células también se tifieron con DAPI para visualizar el nucleo. (c) La expresion estable de RXRa/1-134 induce la
escision de RXRa y la activacion de AKT. Las células HeLa o HelLa que expresan de forma estable RXRa/1-134
se trataron con 9 cis-AR y se analizaron para determinar la activacion de AKT y la expresion de RXRa. (d)
Crecimiento de células HeLa/RXRa /1-134 y Hela en agar blando. (e) Sulindac inhibe la supervivencia
clonogénica de células HeLa/RXRa/1-134. (f) Produccion de tRXRa en tejidos tumorales humanos de mama (5
de 6) o higado (4 de 6) en comparacion con tejidos circundantes y normales del tumor. (g) Localizacion
citoplasmica de RXRa en muestras de tumores hepaticos inmunotefiidas por el anticuerpo AN197. T: tejido
tumoral; S: tumor que rodea el tejido.

La Figura 5 muestra el papel del RXRa truncado en N-terminal en la activacion de PI3K/AKT por TNFa vy el
crecimiento de células cancerosas. (a) Las células HEK293T se transfectaron con Flag-p85a y RXRaq,
RXRa/A80, o RXRa/A100 marcadas con el epitopo Myc, se trataron con TNFa y se analizaron mediante co-
inmunoprecipitacion usando un anticuerpo anti-Flag. (b) EI dominio A/B N-terminal de RXRa interactia con p85a.
Flag-p85a se cotransfectd con GFP-RXRa-1-134 y GFP-RXRa-224-462 en células HEK293T, y se analizé su
interaccion mediante co-inmunoprecipitacion usando un anticuerpo anti-Flag. (c) RXRa/A80 es un potente
activador de AKT. Activacion AKT de células HEK293T, HelLa, A549 y MCF-7 transfectadas con RXRa/A80 o
RXRa/A100 segun lo determinado por inmunotransferencia. (d) Co-localizacion citoplasmica de RXRa/A80 vy
p85a. Mic-RXRa/A80 y p85a se cotransfectaron en lineas celulares PC3 y ZR-75-1, inmunotefiidas con
anticuerpos anti-Myc y anti-p85a, y su localizacion subcelular puesta de manifiesto por microscopia confocal. (e)
Activacion de PI3K por inmunoprecipitados de RXRa/A80. Las células A549 transfectadas con Flag-p85a y Myc-
RXRa/A80 se trataron con TNFa y/o sulindac, se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-Myc y se sometieron a
un ensayo in vitro de PI3K. (f) Expresion estable de RXRa/A80. Las células transfectadas de manera estable con
GFP-RXRa/A80 o el vector de control GFP se analizaron mediante inmunotransferencia. (g) RXRa/A80
promueve la supervivencia clonogénica de las células cancerosas. (h, i) RXRa/A80 promueve el crecimiento de
células cancerosas en ratones desnudos.

La Figura 6 muestra la activacion de una via apoptoética extrinseca inducida por TNFa por sulindac. (a) Induccion
sinérgica de la apoptosis por la combinacion de sulindac/TNFa y su inhibicion por el ligando RXRa. Las células
HepG2 cultivadas en medio con SFB al 1 % se trataron con SR11237, luego con TNFa y/o sulindac, y se
analizaron mediante inmunotransferencia. (b) Inhibiciéon de la escision de caspasa-8 inducida por sulindac/TNFa
por RXRa ARNip. Las células HepG2 transfectadas con control o RXRa ARNip se trataron con TNFa y/o sulindac
y se analizaron por inmunotransferencia. Inhibicion de la escision de PARP inducida por sulindac/TNFa por el
inhibidor de caspasa-8 (c) y ARNip (d). Las células HepG2 transfectadas con control o caspasa-8 ARNip o
tratadas previamente con ZIETD-fmk se trataron con TNFa y sulindac y se analizaron mediante
inmunotransferencia. (e) Activacion de Bax por sulindac y TNFa. Las células HepG2 tratadas con TNFa y/o
sulindac fueron inmunotefidas con el anticuerpo Bax/6A7. (f) Regulacién de la escision de PARP inducida por
sulindac/TNFa por AKT. Las células PC3 transfectadas con CA-AKT o DN-AKT se trataron con TNFa y/o
sulindac, y se analizaron mediante inmunotransferencia. Activacion de caspasa-8 (g) y Bax (h) por sulindac y
TNFa. Las células HepG2 transfectadas con CA-AKT se trataron con TNFa y sulindac, y se inmunotifiieron con
caspasa-8 antiescindida o anticuerpo Bax/6A7. (i) Regulacion de la expresion de c-FLIP por TNFa y sulindac. Las
células tratadas con TNFa y/o sulindac se analizaron mediante inmunotransferencia.

La Figura 7 muestra el disefio, la sintesis y la evaluacion de los analogos de sulindac selectivos para RXRa, (a)
Acoplamiento de sulindac sulfuro a la LBP de RXRa en referencia a 9-cis-AR. Las cadenas laterales dentro de
4A de los ligandos se muestran en gris. (b) Comparacién de la orientacion y la posicién del sulindac sulfuro
acoplado a las estructuras cristalinas de 9-cis-AR, DHA y BMS649. (c) Union a RXRa e inhibicion de las
actividades COX-1 y COX-2 por los analogos de sulindac. La unién de RXRa se midié mediante ensayos de
union a ligando de competicion. (d) Inhibicion de la produccion de PGE2 por sulindac y analogos. Las células
A549 estimuladas con TNFa se trataron con sulindac o analogos. (e) Comparacion de los espectros de "°F RMN
de K-80003 en ausencia y presencia de RXRa LBD.

La Figura 8 muestra que K-80003 es un potente inhibidor de la activacion de AKT dependiente de RXRa. (a)
Inhibicién de la activacion de AKT por sulindac o K-80003 en presencia de TNFa. (b) Inhibiciéon dependiente de
RXRa de la activacion de AKT por K-80003. Las células PC3 transfectadas con RXRa o RARy ARNip se trataron
previamente con K-80003 antes de la exposicion a TNFa (pRXRa: RXRa fosforilado). (c) Inhibicion de la
interaccion RXRa/A80 con p85a por sulindac y K-80003. Las células A549 se transfectaron con Flag-p85a y Myc-
RXRa/A80, se trataron con sulindac o K-80003 antes de la exposicion a TNFa, y se analizaron mediante co-
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inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-Flag. (d) Induccion de la escision de PARP por sulindac o K-80003 en
presencia de TNFa. Las células ZR-75-1 tratadas con TNFa y/o sulindac o K-80003 se analizaron mediante
inmunotransferencia. (e) Activacion de caspasa-8 por K-80003 en presencia de TNFa. Las células tratadas con
TNFa y/o K-80003 se analizaron mediante inmunotransferencia. (f) Inhibicion de la supervivencia clonogénica de
células RXRa/1-134 y clones estables RXRa/A80 por sulindac y K-80003. (g) Inhibicién del crecimiento del tumor
RXRa/A80 en animales por sulindac y K-80003.

Las Figuras 9A-C estan relacionadas con la Figura 1 y muestran la unién de sulindac a RXRa y su efecto sobre
la transactivacion de RXRa.

La Figura 10 esta relacionada con la Figura 1B y muestra la union de sulindac a la proteina RXRa segun lo
determinado por analisis de HPLC.

Las Figuras 11A-D estan relacionadas con la Figura 2G y muestran una capacidad alterada del mutante RXRa,
RXR/F313S/R316E para mediar el efecto apoptético de sulindac.

La Figuras 12A-E estan relacionadas con la Figura 3 y muestran que el efecto inhibitorio de sulindac sobre la
activacion de AKT y la interaccion tRXRa-p85a.

La Figura 13 esta relacionada con las Figuras 4B y 5D y muestra la localizacion citoplasmica de tRXRa usando
ensayos de fraccionamiento celular.

La Figura 14 esta relacionada con la Figura 4 y muestra la produccion de tRXRa enddogeno mediante la
expresion estable de RXRa/1-134.

Las Figuras 15A-B estan relacionadas con la Figura 5E y muestran que tRXRa inmunoprecipita de células de
cancer de pulmén A549.

Las Figuras 16A-D estan relacionadas con la Figura 6 y muestran que la apoptosis inducida por sulindac esta
mediada por una via apoptoética extrinseca dependiente del receptor de la muerte.

Las Figuras 17A-B estan relacionadas con la Figura 6 y muestran la activacion sinérgica de caspasa-8 por la
combinacion de sulindac/TNFa en las lineas celulares de cancer tanto HepG2 como HCT116, y muestra que la
activacion de AKT inhibe la apoptosis inducida por la combinacién sulindac/TNFa.

Las Figuras 18A-B estan relacionadas con la Figura 7 y muestran el disefio de algunos de los analogos de
sulindac selectivos para RXRa descritos en el presente documento.

La Figura 19 esta relacionada con la Figura 8 y muestra una sintesis del analogo de sulindac K-80003.

La Figura 20 esta relacionada con la Figura 8 y muestra que K-80003 es mas efectivo que sulindac en la
inhibicion de la activacion de AKT por el acido todo-trans-retinoico.

Las Figuras 21A-C muestran el efecto inhibidor del crecimiento de la administracion oral de K-80003 en el tumor
de mama MCF-7 desarrollado en ratones. (A) Volumen del tumor de mama a lo largo del tiempo en ratones
tratados con K-80003 oral o un control. (B) Tejido tumoral de mama de ratones tratados con control. (C) Tejido
tumoral de mama de ratones tratados con K-80003.

Las Figuras 22A-C muestran la toxicidad y los perfiles de PK para estudios preclinicos de K-80003. (A) Datos de
toxicidad. (B) Datos de biodisponibilidad. (C) Datos farmacocinéticos.

Descripcion detallada

Diversas realizaciones desveladas en el presente documento estan generalmente dirigidas a composiciones y
procedimientos relacionados con una via selectiva del receptor de retinoides. Esta via puede manipularse como se
describe en el presente documento para tratar o reducir el riesgo de desarrollar cancer.

Como se muestra en el presente documento, tRXRa reside constitutivamente en el citoplasma, interactia con p85aq,
activa AKT y confiere crecimiento de células independiente del anclaje. Estas observaciones ponen de manifiesto
una via de supervivencia mediada por tRXRa en las células cancerosas, lo que proporciona nuevos conocimientos
sobre el papel de RXRa y sus ligandos en el cancer. Dicha activacion de la via de supervivencia PI3K/AKT por
procesamiento proteolitico de RXRa es similar a la activacion de vias apoptéticas por Bid truncado (tBid) y la
activacion de la via Notch por la proteina Notch truncada. Curiosamente, la division de Bid y Notch también altera su
localizacion subcelular, similar al efecto sobre el truncamiento RXRa. El descubrimiento de que RXRa sirve como un
objetivo intracelular de la accion de sulindac impulsé el disefio de derivados de sulindac selectivos de RXRa para
suprimir la actividad de AKT descrita en el presente documento. Por ejemplo, en el presente documento se
proporciona el disefio y la sintesis de un ligando RXRa derivado de sulindac, K-80003, con mayor afinidad por
RXRa, y mayor eficacia en la inhibicion de AKT, pero que carece de actividad inhibidora de la COX. Ademas, como
se describe en el presente documento, la autoregulacion de TNFa enddgeno y/o la introduccién de TNFa exdgeno
puede ser util para cebar células cancerosas para la capacidad de respuesta.

De acuerdo con la invencion, la composicion comprende una estructura de nucleo que tiene la férmula 1l
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De acuerdo con la invencion, R1 se selecciona de entre el grupo que consiste en CH,COOH y CH,CH,COOH y Rz es
CHs y R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en 4-CH>CH3 y 4-CH(CHz)..

Algunas realizaciones de la invencién proporcionan ademas analogos de compuestos, que incluyen analogos y
derivados de los compuestos mostrados en el Ejemplo 16, que tienen una estructura de nucleo de férmula 1. Se
entiende que se pueden realizar diversas modificaciones a los compuestos descritos en el presente documento para
generar analogos usando procedimientos conocidos. Se entiende ademas que los grupos R en las diversas
estructuras de nucleo pueden variar. También se entiende que los analogos de los compuestos desvelados en el
presente documento pueden prepararse faciimente por un experto en la técnica usando procedimientos conocidos
de sintesis quimica y realizando estudios de relaciéon de actividad de estructura (SAR). Ademas, un experto en la
técnica puede determinar facilmente la actividad de diversos analogos usando los procedimientos descritos en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la Clso del analogo unido a RXRa es aproximadamente 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % de la Cls, de
sulindac cuando se une a RXRa.

En algunas realizaciones, la Clsp del analogo unido a COX-1 es aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30
%, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % mayor que la Cls, de
sulindac cuando se une a COX-1. En algunas realizaciones, la Clso del analogo unido a COX-1 es aproximadamente
1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces, 50 veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces o 1000 veces mayor que la Clso de sulindac cuando se une a
COX-1.

En algunas realizaciones, la Clsg del analogo unido a COX-2 es aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30
%, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % mayor que la Cls, de
sulindac cuando se une a COX-2. En algunas realizaciones, la Clso del analogo unido a COX-2 es aproximadamente
1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces, 50 veces, 100 veces, 250 veces, 500 veces o 1000 veces mayor que la Clso de sulindac cuando se une a
COX-2.

Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el significado y ambito de los diversos términos usados
para describir la invencion en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "alcoxi" se refiere a un grupo alquilo unido al resto molecular parental a
través de un atomo de oxigeno.

Como se usa en el presente documento, "alcoxialquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno, dos o tres
grupos alcoxi.

Como se usa en el presente documento, "alquilo" se refiere a un grupo procedente de un hidrocarburo saturado de
cadena lineal o ramificada que contiene de uno a diez atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, "arilo" se refiere a un grupo fenilo, o a un sistema de anillo fusionado
biciclico en el que uno o ambos anillos es un grupo fenilo. Los sistemas de anillos fusionados biciclicos consisten en
un grupo fenilo fusionado con un anillo carbociclico aromatico o no aromatico de cuatro a seis miembros. Los grupos
arilo de la presente divulgacion pueden unirse al resto molecular parental a través de cualquier atomo de carbono
sustituible en el grupo. Ejemplos representativos de grupos arilo incluyen, pero sin limitacién, indanilo, indenilo,
naftilo, fenilo y tetrahidronaftilo.

Como se usa en el presente documento, "arilalquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno, dos o tres
grupos arilo.

Como se usa en el presente documento, "cicloalquilo” se refiere a un sistema de anillo de hidrocarburo monociclico o
biciclico saturado que tiene de tres a diez atomos de carbono y cero heteroatomos. Ejemplos representativos de
grupos cicloalquilo incluyen, pero sin limitacion, ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo.
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Como se usa en el presente documento, "cicloalquilalquilo” se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno, dos o
tres grupos cicloalquilo.

Como se usa en el presente documento, "halo" y "halégeno” se refieren a F, Cl, Bre I.

Como se usa en el presente documento, "haloalquilo" se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno, dos, tres o
cuatro atomos de halégeno.

Como se usa en el presente documento, "heterociclilo”" se refiere a un anillo de cinco, seis o siete miembros que
contiene uno, dos o tres heteroatomos seleccionados independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre. El anillo
de cinco miembros tiene de cero a dos enlaces dobles y los anillos de seis y siete miembros tienen de cero a tres
enlaces dobles. El término "heterociclilo” también incluye grupos biciclicos en los que el anillo heterociclilo esta
fusionado con un anillo carbociclico aromatico o no aromatico de cuatro a seis miembros u otro grupo heterociclilo
monociclico. Los grupos heterociclilo de la presente divulgacion pueden unirse al resto molecular parental a través
de un atomo de carbono o un atomo de nitrdgeno en el grupo. Ejemplos de grupos heterociclilo incluyen, pero sin
limitacion, benzotienilo, furilo, imidazolilo, indolinilo, indolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, morfolinilo, oxazolilo, piperazinilo,
piperidinilo, pirazolilo, piridinilo, pirrolidinilo, pirrolopiridinilo, pirrolilo, tiazolilo, tienilo y tiomorfolinilo.

Como se usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente o terapéuticamente aceptable" se refiere a un
medio portador que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica de los principios activos y que es
minimamente téxico para el huésped o el paciente.

Como se usa en el presente documento, "estereoisémero” se refiere a un compuesto quimico que tiene el mismo
peso molecular, composiciéon quimica y constitucion que otro, pero con los atomos agrupados de manera diferente.
Es decir, determinados restos quimicos idénticos se encuentran en diferentes orientaciones en el espacio y, por lo
tanto, cuando son puros, tienen la capacidad de rotar el plano de la luz polarizada. Sin embargo, algunos
estereoisémeros puros pueden tener una rotacion éptica que es tan leve que es indetectable con la instrumentacion
actual. Los compuestos descritos en el presente documento pueden tener uno o mas atomos de carbono asimétricos
y, por lo tanto, incluyen diversos estereoisémeros. Todos los estereoisémeros estan incluidos dentro del ambito de la
presente invencion.

Como se usa en el presente documento, "suprimir" la actividad de AKT se refiere a la prevencion, mejora,
eliminacion o cualquier otra reduccion de la actividad de AKT. Por ejemplo, suprimir la actividad de AKT puede incluir
disminuir los niveles basales de AKT o inhibir la activacion de AKT.

Como se usa en el presente documento, "cantidad terapéuticamente o farmacéuticamente eficaz" como se aplica a
las composiciones desveladas se refiere a la cantidad de composicion suficiente para inducir un resultado biolégico
deseado. Ese resultado puede ser la prevencion, el alivio o la mejora de los signos, sintomas, causas de una
enfermedad o cualquier otra alteracion deseada de un sistema bioldgico. Por ejemplo, el resultado puede implicar
una disminucion y/o reversion del crecimiento de células cancerosas.

Como se usa en el presente documento, el término "inhibidor" se usa de manera intercambiable para denotar
"antagonista”. Ambos términos definen composiciones que tienen la capacidad de disminuir determinada actividad
enzimatica o competir con la actividad o funcién de un sustrato de dicha enzima.

Como se usa en el presente documento, "cancer" y "canceroso" se refieren a cualquier proliferacion maligna de
células en un mamifero.

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden usarse para la prevencion y el
tratamiento de cualquier trastorno maligno conocido por un experto en la técnica, incluyendo cancer de préstata
refractario a hormonas, cancer de proéstata, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, melanoma u otro
cancer de piel, cancer de pulmédn, hepatocarcinoma, leucemia mielégena aguda, cancer de vejiga, cancer de cuello
de utero, colangiocarcinoma, leucemia mielégena cronica, cancer colorrectal, sarcoma gastrico, glioma, leucemia,
linfoma, mieloma multiple, osteosarcoma, cancer de pancreas, cancer de estdmago o tumores en sitios localizados
incluyendo tumores inoperables o en tumores en los que el tratamiento localizado de tumores seria beneficioso, y
tumores solidos).

Para aplicaciones in vivo, la dosis adecuada de un agente citotéxico dado depende del agente y su formulacioén, y
esta dentro de la experiencia habitual de la técnica optimizar la dosificacion y la formulacion para un paciente dado.
Por lo tanto, por ejemplo, dichos agentes pueden formularse para la administracién por via oral, subcutanea,
parenteral, submucosa, intravenosa u otras vias adecuadas usando procedimientos convencionales de formulacion.
La cantidad efectiva y el procedimiento de administracion de los compuestos variaran dependiendo del sexo, la
edad, el peso y la etapa de la enfermedad del paciente, ya sea que la administracion sea terapéutica o profilactica, y
otros factores evidentes para los expertos en la técnica.

Los expertos en la técnica obtendran las dosis y el calendario de administracion adecuados para adaptarse a las
circunstancias y necesidades especificas del paciente, por ejemplo, dependiendo del peso del sujeto, la gravedad de
la afliccion, la forma de administracion y el criterio del médico que prescribe. Tipicamente, el intervalo de dosis de la
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composicion administrada al paciente puede ser de aproximadamente 0,5 a 1000 mg/kg de peso corporal del
paciente. La dosis puede ser una o una serie de dos o0 mas en el transcurso de uno o mas dias, segun lo requiera el
paciente. En algunas realizaciones, la presente invencion usara las mismas dosis, o dosis que estan entre
aproximadamente 0,1 % y 500 %, mas preferentemente entre aproximadamente 25 % y 250 % de la dosis humana
establecida para analogos. Las dosis humanas adecuadas también pueden deducirse a partir de la DEsp o los
valores de Dlso, u otros valores adecuados procedentes de estudios in vitro o in vivo, por ejemplo, segun lo calificado
por los estudios de toxicidad y estudios de eficacia en animales.

Aunque la dosis exacta se determinara en base farmaco/farmaco, en la mayoria de los casos, se pueden hacer
algunas generalizaciones con respecto a la dosis. La pauta posolégica diaria para un paciente humano adulto puede
ser, por ejemplo, una dosis oral de entre 0,1 mg y 500 mg, preferentemente entre aproximadamente 1 mg y
aproximadamente 250 mg, por ejemplo, aproximadamente 150 a aproximadamente 200 mg. En algunas
realizaciones, la forma de dosificacion oral es aproximadamente 5 mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg, 100 mg, 125 mg, 150
mg, 175 mg, 200 mg, 225 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500 mg, 600 mg, 700 mg, 800 mg, 900 mg
0 1000 mg. Los compuestos pueden administrarse durante un periodo de terapia continua, por ejemplo, durante una
semana o mas, o durante meses o anos.

La cantidad de dosis y el intervalo pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles plasmaticos del resto
activo que sean suficientes para mantener los efectos moduladores, o la concentracion minima efectiva (CME). La
CME variara para cada compuesto, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosis para lograr la CME
dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de administracion. Sin embargo, pueden usarse ensayos
de HPLC o bioensayos para determinar las concentraciones plasmaticas.

Las composiciones, si se desea, pueden presentarse en un paquete o dispositivo dispensador que puede contener
una o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el principio activo. El paquete o dispositivo dispensador
puede ir acompanado de instrucciones para la administraciéon. El paquete o dispensador también puede ir
acompafado de un aviso asociado con el recipiente en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula
la fabricacion, uso o venta de productos farmacéuticos, cuyo aviso refleja la aprobacion por parte de la agencia de la
forma del farmaco para seres humanos o la administracion veterinaria. Dicho aviso, por ejemplo, puede ser la
etiqueta aprobada por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE. UU. para farmacos recetados o el
prospecto del producto aprobado. También se pueden preparar composiciones que comprenden un compuesto de la
invencion formulado en un portador farmacéutico compatible, colocado en un recipiente adecuado, y marcado para
el tratamiento de una afeccion indicada.

Ejemplos

Ejemplo 1. Unién de sulindac a RXRa

Se realizaron ensayos competitivos de union al ligando (Fig. 1A) y analisis HPLC de la unién de sulindac a RXRa,
Nur77 o RARB en células HEK293T (Fig. 1Bg. La proteina RXRa LBD se incubd con [3H]9-cis-AR en presencia o
ausencia de sulindac o 9-cis-AR sin marcar. ["H]9-cis-AR unido se cuantifico por recuento de centelleo liquido (Fig.
1A).

Se trataron células HEK293T que expresaban de forma estable RXRa fusionadas con una etiqueta TAP C-terminal
(Stratagene, La Jolla, CA) con o sin sulindac sulfuro 100 uM durante 3 h. Después del tratamiento, las células se
purificaron y analizaron por HPLC para detectar la presencia de sulindac sulfuro. Se us6 una solucién convencional
de sulindac sulfuro para obtener la curva de calibracion. El espectro maximo caracteristico y el tiempo de retencion
se usaron para la identificacion, y se calcularon las areas maximas en el maximo usado para la cuantificacion
(Figuras 1B y 10). Sulindac sulfuro unido a RXRa con una Clso de 80 uM (Fig. 1A), que se encuentra en el intervalo
de concentracion que induce la apoptosis. El analisis por HPLC mostré una unién directa de sulindac a RXRa, pero
no a otros receptores nucleares como RAR y Nur77 en las células (Figs. 1B y 10).

La proteina RARYy purificada se incubé con [3H] AR todo trans en presencia o ausencia de sulindac o AR todo trans
sin marcar. El [3H] AR todo trans se cuantificd por recuento de centelleo liquido. Sulindac no se unié a RARYy,
consecuente con el experimento basado en células que se muestra en la Fig. 1B (Fig. 9A).

Los vectores de expresion del receptor y un gen indicador (TREpal,-tk-CAT para heterodimeros RXRa/TRa (Fig.
9B), y DR1 tk-CAT para heterodimeros RXRa/PPARYy (Fig. 9C)) se transfectaron transitoriamente en células CV-1.
Las células se trataron con o sin ligandos (ciglitazona, 10° M; Ts, 107 M) en presencia o ausencia de sulindac. Se
determiné la actividad CAT. Sulindac inhibié la transactivacion de los heterodimeros RXRa/PPARYy, pero no los
heterodimeros RXR/TR (Figs. 9B, C)

También se determinaron la sensibilidad alterada del dominio de union al ligando RXRa (LBD) a la quimotripsina
(ug/ml) por sulindac (100 gM) (Fig. 1C) y las exploraciones de calorimetria diferencial de barrido (CDB) que
comparan los espectros de™F RMN de sulindac (100 pM) en ausencia y presencia de RXRa LBD 10 uM o proteina
Nur77 (Fig. 1D). La unién a RXRa se confirmé por la sensibilidad alterada de RXRa a la digestién con quimotripsina
por sulindac (Fig. 1C) y calorimetria diferencial de barrido (CDB) (Fig. 1D). Ademas, se midi6 la inhibiciéon de la
transactivacion de RXRa activada por SR11237 (10 M) por sulindac (Fig. IF, véase el Ejemplo 2).
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Nur77 y/o RXRa se transfectaron transitoriamente en células CV-1. Las células se trataron con o sin SR11237 (10°®
M), un agonista selectivo de RXR, en presencia o ausencia de sulindac. (TREpal) 2-tk-CAT (Zhang y col., Nature
358, 587-591 (1992a))) (Fig. 1E) y BRARE-tk-CAT (Zhang y col., Nature 355, 441-446 (1992b)) (Fig. 1F). Se
determiné la actividad CAT. La union de sulindac inhibié la transactivacion del homodimero RXRa y del
heterodimero en los ensayos informadores (Figs. 1E, F y Fig. 10), demostrando que sulindac es un antagonista
transcripcional RXRa.

Ejemplo 2. Efecto letal de sulindac

Para determinar el papel de RXRa en la apoptosis inducida por sulindac, se examiné el efecto letal de sulindac en
células F9 y células F9 que carecen de RXRa (F9-RXRa-/-).

Para el anadlisis de cambio morfoldgico nuclear, las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS, se fijaron con
paraformaldehido al 3,7 % y se tifieron con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (1 mg/ml) para visualizar los nucleos
mediante microscopia fluorescente. Los porcentajes de células apoptéticas se determinaron contando al menos 300
células positivas para GFP que tenian fragmentacion nuclear y/o condensacion de cromatina. Para la determinacion
de la fragmentacion del ADN, se us6 ELISAPYS de deteccidn de muerte celular (Roche Applied Science, Penzberg,
Bavaria, Germany).

RXRa ARNip siGENOME SMARpool (M-003443-02), RARy ARNip siGENOME SMARpool (M-003439-01) y ARNip
de control no especifico 1X (D-001206-09-05) se adquirieron en DHARMACON (Lafayette, CO). Una parte alicuota
de 2,5 ul de ARNip 20 mM por pocillo se transfecté en células cultivadas en placas de 12 pocillos usando reactivo de
oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Dos dias después de
la transfeccion, las células se recogieron para transferencia de Western.

Las células F9 o F9 que carecen de RXRa (F9 RXRa -/-) se trataron con sulindac (75 yM) durante 24 h y se
analizaron mediante tincion con DAPI (Fig. 2A), escision de la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) (Fig. 2B), y la
fragmentacion del ADN (Fig. 2C). Las células de cancer de pulméon H460 se transfectaron con ARNip de control o
RXRa, se trataron con sulindac (75 uM) durante 24 h y se analizaron mediante tincion con DAPI para determinar la
apoptosis (Figs. 2D y 2E).

Las células CV-1 se transfectaron con GFP-RXRa (Fig. 2F) o GFP-RXRa/F313S/R316E (Fig. 2G), se trataron con
sulindac (75 uM) durante 24 h y se analizaron mediante tincion con DAPI. Las células transfectadas con GFP-RXRa
se sometieron a una exhaustiva fragmentacion y condensacion nuclear (Fig. 2F). La apoptosis se puntud en células
transfectadas con receptores (Figs. 2G y 11). La interrupcién del bolsillo de unién al ligando RXRa perjudico la
transactivacion de su homodimero (Figs. 11A'y 11B). Ademas, la interrupcion del bolsillo de union al ligando RXRa
perjudicé la transactivacion de su heterodimero (Figs. 11C, 11D). Los vectores de expresion RXRa (20 ng),
RXRa/F313S/R316E (20 ng), B-galactosidasa (100 ng) y Nur77 (100ng) se transfectaron transitoriamente junto con
(TREpal) 2-tk-CAT (100 ng) (Figs. 11A, 11B) o BRARE-tk-CAT (100 ng) (Figs. 11C, D) en células CV-1. Las células
se trataron con o sin SR11237 (10° M) en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de sulindac (10,
37,5, 75, 150, 300 pM). Se determind la actividad CAT.

Sulindac indujo una apoptosis exhaustiva en las células F9, mientras que tuvo poco efecto en las células F9-RXRa -
/- (Figs. 2A-2C). El efecto apoptético de sulindac también se redujo en las células transfectadas con RXRa ARNip
(Fig. 2E), mientras que la transfeccion de RXRa aumenté su efecto letal (Figs. 2F, G). RXRa/F313S/R316E no
respondié a la transactivacion de homodimeros o heterodimeros inducida por ligandos (Fig. 11) y mostraron
respuestas apoptéticas reducidas a sulindac (Fig. 2G). Por lo tanto, se encontré que RXRa estaba involucrado en la
apoptosis inducida por sulindac.

Las células HCT116 o las células HCT116 que carecen de Bax (Bax -/-) se trataron con o sin sulindac (75 pM)
durante 24 h. La apoptosis se determind por escision de PARP (Fig. 2H) y tincion DAPI (Fig. 21). Las células
HCT116 transfectadas con o sin RXRa ARNip o ARNip de control durante 48 h se trataron con sulindac durante 6 h,
y se analizaron para la oligomerizacion de Bax (Fig. 2J) y el cambio conformacional de Bax y la orientacion
mitocondrial mediante inmunotincién/microscopia confocal usando Bax/A21, Bax/6A7 o un anticuerpo anti-Hsp60
(Fig. 2K). Aproximadamente el 60 % de las células mostraron un cambio conformacional BAX.

Sulindac indujo la escision de PARP (Fig. 2H) y apoptosis (Fig. 21) en células de cancer de colon HCT116, pero no
en células HCT116 que carecen de Bax (Bax -/-). El hecho de que las células HCT116 sean deficientes de COX-2
demostré que la apoptosis inducida por sulindac puede ser independiente de COX-2. Los ensayos de
inmunotransferencia mostraron que Bax se sometid a una oligomerizacién exhaustiva en las mitocondrias, que fue
anulada por el ARNip de RXRa (Fig. 2J). Ademas, la inmunotincién usando el anticuerpo anti-Bax (Bax/A21) y un
anticuerpo sensible a la conformacion Bax Bax/6A7 (Nechushtan y col., Biochem Biophys Res Commun 254, 388-
394 (1999 )) demostré que sulindac indujo un cambio conformacional de Bax y la orientacion mitocondrial se vio
afectada por RXRa ARNip (Fig. 2K). Conjuntamente, estos resultados demuestran que RXRa puede actuar como un
objetivo intracelular que media el efecto apoptético de sulindac.

Ejemplo 3. Mutante RXRa
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Para abordar el papel de la union de sulindac a RXRa, se construy6é un mutante RXRa (RXRa/F313S/R316E) en el
que se alteraron aminoacidos esenciales para mantener la integridad funcional del bolsillo de unién al ligando RXRa
(LBP) (Bourguet, W. y col., Mol Cell 5 (2), 289-298 (2000)).

Flag-p85a se construyé mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) usando el cebador directo, 5'-
ccggaattccatgagtgctgaggggtacc-3' y el cebador inverso, 5'-acgcgtcgactcatcgcctctgetgtgcat-3'. El producto de la RCP
se digirié con Eco Rl y Sal | y se clon6 en el vector pCMV-Flag. Los mutantes RXRa se construyeron usando el kit
de mutagénesis QUIKCHANGE® (Stratagene, La Jolla, CA) con los siguientes oligonucleétidos como cebadores:
RXRa/F313S/R316E, 5-GGAACGAGCTGCTGATCGCCTCCTCCTCCCACGAGTCCATAGCTGTGAAAGA

TGGG (directa - SEQ ID NO:1) y 5
CCCATCTTTCACAGCTATGGACTCGTGGGAGGAGGAGGCGATCAGCAGCTCG TTCC (inversa - SEQ ID NO:2);
RXRa/A80, 5'-CCGGAATTCGGaccacacccaccctgge-3' (directa - SEQ ID NO:3); y 5'-
CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggeg-3 '(inversa - SEQ ID NO:4); RXRa/A100, 5'-

CCGGAATTCGGgtcagcagcagcgaggac-3' (directa - SEQ ID NO:5); y 5- CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggeg-3'
(inversa - SEQ ID NO:6). Los productos de la RCP se digirieron con EcoR | y Xho | y se ligaron en el vector pCMV-
Myc.

Los vectores de expresion RXRa (20 ng), RXRa/F313S/R316E (20 ng), B-galactosidasa (100 ng) y Nur77 (100 ng)
se transfectaron transitoriamente junto con (TREpal) 2-tk-CAT (100 ng) (Fig. 11A) o BRARE-tk-CAT (100 ng) (Fig.
11B) en células CV-1. Las células se trataron con o sin SR11237 (10° M). Se determin la actividad CAT.

El mutante no respondio a la transactivacion inducida por ligando (Fig. 11) y mostroé respuestas reducidas a sulindac
(Fig. 2G) (véase el Ejemplo 2).

Ejemplo 4. (a) Inhibicién de la activacién de AKT por sulindac

Se investigd la inhibicion de la activacion de AKT (una proteina clave responsable de la supervivencia de las células
cancerosas) por sulindac.

Las células HepG2, SW480, RAW264.7, HCT116, LNCaP, PC3, ZR-75-1 y HaCat se privaron de alimento durante
una noche y se trataron con sulindac (100 yM) durante 1 h y se analizaron para determinar la activacion de AKT
mediante inmunotransferencia (Fig. 3A). Las células HepG2 también se transfectaron con RXRa ARNip durante 48
h, se trataron con sulindac (100 uM) durante 1 h y se analizaron para determinar la activacion de AKT y la expresion
de RXRa mediante inmunotransferencia (Fig. 3B).

Las células FER y MCF-7 se privaron de alimento durante una noche, se trataron previamente con sulindac durante
1 h y se estimularon con EGF (100 ng/ml) durante 15 minutos. La activaciéon de AKT se analizé mediante
inmunotransferencia (Fig. 12A). Las células MEF y Caco-2 se privaron de alimento durante una noche y se trataron
previamente con sulindac durante 30 minutos antes de la exposicién a acido todo-trans-retinoico (ATRA) (107 M)
durante 30 minutos y se analizaron para determinar la activacion de AKT (Fig. 12B). La activacion de AKT en células
de cancer de mama ZR-75-1 transfectadas con RXRa ARNip durante 48 h antes de la exposicion a 9-cis-AR (107 M)
durante 30 minutos también se analizé mediante inmunotransferencia (Fig. 13C). Las células de cancer de pulmén
A549 transfectadas con RXRa o ARNip de control (Fig. 3C) y las células ZR-75-1 y PC3 (Fig. 3D) se trataron
previamente con sulindac (100 pM) durante 1 h antes de la exposicién a TNFa (10 ng/ml) durante 30 minutos y se
analizaron para determinar la activacion de AKT y la expresion de RXRa mediante inmunotransferencia.

Se observé una inhibicién significativa de la activacion basal de AKT por sulindac en diversas lineas celulares de
cancer, incluidas las células de cancer de colon SW480 y HCT116 negativas para la COX-2 (Fig. 3A), sugiriendo un
mecanismo independiente de COX-2. Sulindac no pudo inhibir la activacion de AKT por EGF, pero inhibié
poderosamente la activacion de AKT por acido retinoico. La transfeccion de RXRa ARNip redujo significativamente
la activacion constitutiva de AKT (Fig. 3B), similar al efecto de sulindac. El tratamiento de células con AR todo trans
(ATRA) durante 30 minutos indujo fuertemente la activacion de AKT, que fue inhibida por sulindac de una manera
dependiente de la dosis (Fig. 12B) y por RXRa ARNip (Fig. 12C). Aunque sulindac no pudo inhibir la activacion de
AKT inducida por el factor de crecimiento epidérmico (Fig. 12A), inhibié potentemente la activacion de AKT inducida
por el acido retinoico de manera dependiente de RXRa (Figs. 12B, C). Por lo tanto, sulindac puede interferir con la
activacion de AKT dependiente de RXRa rapida inducida por AR.

Sulindac se examiné para la supresion de la activacion de AKT inducida por TNFa. EI TNFa activo fuertemente AKT
en células de cancer de pulmoén A549, que fue inhibida potentemente por sulindac y RXRa ARNip (Fig. 3C), lo que
sugiere que la activacion por TNFa de AKT era dependiente de RXRa. Aunque TNFa no activé la AKT en células
con alta activacion basal de AKT (como las células ZR-75-1 y PC3) y sulindac mostré poco efecto inhibitorio sobre la
activacion de AKT en estas células, una combinacion de sulindac con TNFa de forma sinérgica, y casi
completamente, inhibié la activacion de AKT (Fig. 3D). Por lo tanto, TNFa es capaz de sensibilizar las células
cancerosas a la inhibicion de AKT por sulindac, lo que sugiere que TNFa puede estimular a las células cancerosas
por su capacidad de respuesta a sulindac, posiblemente al convertir la activacién de AKT de un modo independiente
de RXRa a dependiente de RXRa.
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Las células MCF-7 y de rifidn de hamster bebé (BHK) tratadas con 9-cis-AR (107 M) durante 30 minutos se
analizaron para determinar la interacciéon RXRa-p85a mediante co-inmunoprecipitacién usando D20 o el anticuerpo
anti-RXRa D197 (Fig. 12D). Las células de cancer de pulmén H292 tratadas con 9-cis-AR y/o sulindac (100 uM)
durante 30 minutos se analizaron para determinar la interaccion RXRa-p85a mediante co-inmunoprecipitacion
usando el anticuerpo AN197 (Fig. 12E). Sulindac no pudo inhibir la activaciéon de AKT por EGF, pero inhibio
poderosamente la activacion de AKT por acido retinoico. Ademas, el acido 9-cis-retinoico promovio la interaccion
tRXRa con p85a cuando se usé AN197 anti-RXRa, pero no el anticuerpo D20 anti-RXRa.

Ejemplo 5. Interaccion de p85a con tRXRa y RXRa

Se examind la interaccion de RXRa con p85a. Se usaron anticuerpos anti-RXRa (Santa Cruz Biotechnology, en los
analisis de co-immunoprecipitacion (Co-IP) y transferencia de Western (TW). Las células BHK se trataron con ATRA
(10'7 M) durante 30 minutos. Los lisados se prepararon y se analizaron para la interaccion de RXRa-p85a usando
D20 anti-RXRa o el anticuerpo AN197 anti-RXRa (Fig.12D).

Un intento inicial de usar anticuerpos anti-RXRa contra secuencias en el extremo NH2 de RXRa (D20) mediante
ensayos de co-inmunoprecipitacion no pudo detectar una interaccion clara, aunque el anticuerpo inmunoprecipité la
proteina RXRa de manera efectiva. Sin embargo, cuando se us6 otro anticuerpo anti-RXRa contra el dominio de
union al ligando (LBD) del terminal COOH de RXRa (AN197), p85a se co-inmunoprecipitd faciimente en un TNFa
(Fig. 3E) o de manera dependiente del AR (Figs. 12D, E). El anticuerpo anti-RXRa D20 reconocid los aminoacidos 2-
21 en el dominio A/B N-terminal, mientras que el anticuerpo anti-RXRa AN197 reconocié el dominio E/F C-terminal
(Fig. 3E). La co-inmunoprecipitacion de p85a por el anticuerpo AN197 anti-RXRa estuvo acompafada de
inmunoprecipitacion de un RXRa truncado (tRXRa), que no fue detectado por el anticuerpo D20 RXRa, lo que indica
su falta de secuencias N-terminales (Fig. 12D). Usando el anticuerpo AN197 anti-RXRa, la interaccion de p85a con
tRXRa y/o RXRa se mejoré con TNFa y se inhibié con sulindac (Fig. 3E). La interacciéon de p85a con tRXRa en
presencia de TNFa también fue inhibida por sulindac (Fig. 12E). Estos resultados sugieren que tRXRa se une a
p85a, lo que conduce a la activacién de AKT.

Ejemplo 6. Los aminoacidos 80 a 100 de RXRa son criticos para la unién a p85a

Se examind la escision proteolitica intracelular. Las células se trataron con o sin 9-cis-AR (107 M) durante
30 minutos y los lisados se analizaron mediante inmunotransferencia usando el anticuerpo AN197 RXRa (Fig. 3F).
Las inmunotransferencias demostraron que RXRa a menudo se escinde en su extremo amino en diferentes
contextos celulares y procesos bioldgicos (Fig. 3F).

Las células de cancer de pulmoén A549 también se trataron con o sin 9-cis-AR durante 30 minutos. Las fracciones
nuclear (Nu) y citoplasmica (Cit) se analizaron mediante inmunotransferencia usando anticuerpos anti-RXRa D20 o
AN197. Para garantizar la pureza de las preparaciones, las fracciones también se sometieron a inmunotransferencia
por la presencia de proteinas Hsp60 (especificas del citoplasma) y PARP (especificas del nucleo) (Fig. 13). La
localizacion subcelular de RXRa enddgeno en FER se visualizd mediante microscopia confocal después de la
inmunotincion usando anti-RXRa (AN197). Las células también se tifieron con DAPI para visualizar el nucleo (Fig.
4B).

RXRa se encontré en la membrana plasmatica (Fig. 4A, panel superior) y muestra una estructura punteada en la
membrana celular en algunas células (Fig. 4A, panel inferior). La produccién de un tRXR de 44 kD en FER también
fue regulada por la densidad celular (Fig. 4A). El nivel del tRXR de 44 kDa observado en células cultivadas a baja
densidad se redujo cuando las células crecieron a alta densidad, lo que se acompafid con la aparicion de un
fragmento RXRa mas pequefio. Curiosamente, los niveles de la proteina tRXR de 44 kD se correlacionan con la
activacion de AKT (Fig. 4A), lo que sugiere que la escision proteolitica dependiente de la densidad celular de RXRa
podria ser un mecanismo importante que regule la activacion de AKT. Consecuente con la localizacion citoplasmica
de tRXRa (Fig. 13), RXRa se encontré principalmente en el citoplasma cuando las células FER fueron
inmunotefiidas por el anticuerpo anti-RXR AN197 (Fig. 4B). Por lo tanto, la eliminacién de las secuencias finales muy
N-terminal de RXRa podria alterar su localizacién subcelular, lo que confiere su capacidad para interactuar con
p85a. Las observaciones de que p85a fue co-inmunoprecipitada con tRXRa como se describe en el presente
documento sugieren que tRXRa podria unirse a p85a, lo que conduce a la activacion de AKT dependiente de
tRXRa.

Se sembraron células FER a diferentes densidades celulares y se prepararon y se analizaron lisados para
determinar la activacion de AKT mediante inmunotransferencia. Los lisados también se examinaron mediante
inmunotransferencia usando el anticuerpo AN197 anti-RXRa (Fig. 4A). Los niveles de tRXRa en fibroblastos
embrionarios de raton (FER) se correlacionaron con la activacion de AKT de una manera dependiente de la
densidad celular (Fig. 4A). Consecuente con la localizacion citoplasmica de tRXRa, los FER a menudo muestran la
localizacion de la membrana plasmatica de RXRa (Fig. 4B).

Para abordar directamente el papel de tRXRa en la interaccion p85a y la activacion de AKT, se construyé un
mutante RXRa que carece de sus 80 aminoacidos N-terminales (RXRa/A80), que produjo una proteina mutante
RXRa con un peso molecular similar al tRXRa endégeno. Cuando el RXRa/A80 marcado con Myc se cotransfectd
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con Flag-p85a en las células, interactuaron fuertemente, lo que se mejoré aun mas por el TNFa (Fig. 5A). A
diferencia, el mutante RXRa o RXRa de longitud completa que carece de 100 aminoacidos N-terminales
(RXRa/A100) no interactué con Flag-p85a en las mismas condiciones. Por lo tanto, los aminoacidos 80 a 100 de
RXRa son criticos para la unién a p85a. En apoyo de esto, el dominio A/B N-terminal de RXRa (RXRa/1-134), pero
no su LBD (RXRa/224-462), interactud con p85a (Fig. 5B). Consecuente con la localizacion citoplasmica de tRXRa
(Fig. 13) RXRa/A80 residia predominantemente en el citoplasma, mostrando una localizacién de la membrana
plasmatica difusa y algunas veces punteada (Fig. 5D). La transfeccion de RXRa/A80, pero no de RXRa/A100,
también activé fuertemente el AKT en diversos tipos de células (Fig. 5C).

El inmunocomplejo RXRa/A80 se examiné para determinar la actividad de PI3K in vitro. RXRa/A80 y p85 marcados
con Myc se cotransfectaron en células A549, y el complejo que contenia Myc-RXRa/A80 se inmunoprecipité con un
anticuerpo anti-Myc y se analizé6 para determinar la actividad PI3K. Los inmunoprecipitados de Myc-RXRa/A80
especificos preparados a partir de células mostraron una fuerte actividad de PI3K de una manera dependiente de
TNFa (Figs. 5E y 15), que se correlaciona bien con su capacidad para interactuar con p85Fig. 5A) y la activacién de
AKT (Fig. 5C). Por lo tanto, se descubrié que la interaccion tRXRa/p85Se inducida por TNFa activa la sefalizacion
PI3K/AKT.

RXRa/A80 se expresd de forma estable en células de cancer de colon SW480 y HCT116, y los clones estables
resultantes, SW480/RXRa/A80 y HCT116/RXRa/A80, mostraron una activacion de AKT elevada y una induccion de
sus objetivos corriente abajo c-Myc y ciclina D1 (Fig. 5F). Se usaron ensayos de supervivencia clonogénica para
evaluar el crecimiento de SW480/RXRa/A80 y HCT116/RXRa/A80. Los clones estables formaron muchas mas
colonias que las células de control (Fig. 5G). El efecto de RXRa/A80 en el crecimiento de células cancerosas se
examind en animales. Para este fin, se inyect6é el mismo numero de células que expresaban RXRa/80 o células de
control en diferentes flancos de los mismos ratones desnudos y se determind su crecimiento. Los tumores formados
por SW480/RXRa/A80 y HCT116/RXRa/A80 crecieron mucho mas rapido que los formados por las células de
control en animales (Figs. 5H-I). Conjuntamente, estos resultados demuestran que el RXRa truncado en N-terminal
es un potente promotor del crecimiento de células cancerosas in vivo.

Ejemplo 7. tRXRa enddgeno en la activacion de AKT vy la transformacién celular

La observacion de que RXRa de longitud completa no interactuaba con p85a sugeria que el motivo de unién de
p85a en el dominio A/B esta enmascarado en RXRa. Por lo tanto, el dominio A/B N-terminal de RXRa podria
interactuar con el RXRa de longitud completa (Supp. Fig. 8a), que pone de manifiesto una interaccion intramolecular.

Los vectores de expresion GFP-RXRa/1-134 y Myc-RXRa se transfectaron en células HEK293T. La interaccion se
analizé mediante Co-IP usando un anticuerpo anti-Myc (Supp. Fig. 8a). El RXRa o RXRa/1-134 de longitud completa
fusionado con GFP y su extremo N-terminal y el RXRa de longitud completa marcado con el epitopo Myc en su
extremo C-terminal se cotransfectaron en células HEK293T. Treinta y seis horas mas tarde, los lisados celulares se
analizaron por IP y TB con un anticuerpo anti-Myc.

El dominio A/B N-terminal se unié a RXRa (Supp. Fig. 8a). La expresion del fragmento N-terminal de RXRa indujo la
escision de RXRa (Supp. Fig. 8b). La transfeccion de RXRa/1-134 junto con los niveles mejorados de RXRa de
longitud completa de tRXRa (Supp. Fig. 8b), probablemente debido a su interrupcion de la interaccion intramolecular
por la competencia, dio lugar a la exposicion de sitios proteoliticos en el extremo N RXRa.

La transfeccion de la region N-terminal de RXRa, RXRa/1-134, podria mejorar el nivel de tRXRa (Fig. 14). Para
estudiar el papel del tRXRa endégeno, RXRa/1-134 se expres6 de manera estable en células Hela, y aumenté
significativamente la proteina tRXRa en las células que expresaban RXRa/1-134 de manera estable, lo que estuvo
acompafado por una disminucién en la proteina RXRa enddgena de longitud completa (Fig. 4C). En comparacion
con las células HelLa parentales, el clon estable HeLa/RXRa/1-134 tenia una activaciéon de AKT mas alta (Fig. 4C) y
crecio rapidamente en agar blando (Fig. 4D), sugiriendo un papel para el tRXRa enddgeno en la activacion de AKT y
en la actividad de transformacion celular. En el ensayo de formacion de colonias, sulindac inhibié fuertemente las
colonias formadas por el clon estable (Fig. 4E). La importancia clinica de tRXRa se ilustré por la presencia de tRXRa
en tejidos tumorales de pacientes con cancer de mama, pero no en los tejidos correspondientes que rodean al tumor
y los tejidos normales (Fig. 4F). Se obtuvieron resultados similares en pacientes con cancer de higado. El analisis
inmunohistoquimico de RXRa en muestras de cancer de higado humano puso de manifiesto una fuerte tincion
citoplasmica de RXRa en el tejido tumoral, pero no en el tejido que rodea el tumor correspondiente (Fig. 4G).
Conjuntamente, estos resultados demuestran que el tRXRa puede contribuir al crecimiento y la supervivencia de las
células cancerosas al activar el AKT, y que las actividades mediadas por tRXRa pueden ser reguladas
negativamente por sulindac.

Ejemplo 8. Sintesis de analogos de sulindac

El descubrimiento de que RXRa sirve como un objetivo intracelular de la accion de sulindac proporcioné una
oportunidad para identificar los derivados de sulindac selectivos de RXRa para suprimir la actividad de AKT. La
union de sulindac a RXRa y COX-2 (Figs. 7A, 18B) se comparé con los analogos de sulindac de disefio, que
favorecen la unién a RXRa, pero desfavorecen la unién a COX. Se compararon estructuras bidimensionales de
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sulindac sulfuro e indometacina (Fig. 18A). Se gener6 una superposicion de sulindac e indometacina unida en el sitio
activo de COX-2 (Fig. 18B). Sulindac fue modelado intuitivamente para unirse a la COX-2 similar a la indometacina.

Los analogos fueron disefiados y sintetizados (Fig. 19). Los derivados de indanona sustituidos (4) se prepararon
usando benzaldehido sustituido (1) como material de partida. En una reaccion de Perkin, el derivado (1) se traté con
el anhidrido adecuado para dar el derivado (2), que luego se redujo por hidrogenacion catalitica para dar el derivado
(3). Una acilacién de Friedel-Crafts intramolecular catalizada con acido polifosférico (PPA) cerr6 el anillo de 5
miembros para dar el derivado de 1-indanona (4). El tratamiento del derivado (4) con el enolato generado a partir de
acetato de etilo y hexametildisilamida de litio (LHMDS), seguido de deshidratacién en condiciones acidas, dio el
acetato deseado (5). El indeno-3-acetato (5) producido reaccioné con benzaldehido sustituido (reaccion de Claisen-
Schmidt) para dar, después de la acidificacion, los analogos de sulindac (Z-6). Una etapa para la sintesis de los
analogos de sulindac (9) es el acoplamiento reductor mediado por diyoduro de samario (Sml,) del derivado de 1-
indanona (4) con acrilato de metilo, que dio espirolactona (7). El tratamiento de una solucién metandlica de (7) con
una cantidad catalitica de acido para- toluensulfénico (p-TsOH) produjo el producto deshidratado (8), que se sometio
a reaccion de Claisen-Schmidt y se acidificé para dar analogos de sulindac (9). Es de destacar que, en las
reacciones de los compuestos Claisen-Schmidt (5/8), cuando R; = CHgs, se formaron predominantemente isbmeros
cis (Z) de los compuestos (6/9); mientras que en el caso de R, = H, se formaron predominantemente isdbmeros trans
(E) de los compuestos (6/9).

Ejemplo 9. Evaluacion de analogos de sulindac

El acoplamiento de sulindac a la LBP de RXRa en referencia a 9-cis-AR se evaluo para identificar estrategias para
modificaciones estructurales de sulindac para disociar su inhibiciéon de la COX de la actividad de unién de RXRa. El
acoplamiento de sulindac a RXRa se muestra en la Fig. 7A. La orientacion y posicion de sulindac acoplado se
compardé con las estructuras cristalinas de 9-cis-AR, DHA y BMS649 (Fig. 7B). Sulindac se unié en un modo en el
que su grupo carboxilato estaba alineado con el grupo carboxilato encontrado en todos los ligandos RXRa
examinados (Fig. 7B), interactuando con Arg316 en la RXRa LBP. La porcién de sulfuro de bencilmetilo de sulindac
se une a la region hidréfoba del RXRa LBP, superpuesta con el anillo a-ionona de 9-cis-AR. En este modo de unién,
la interaccion de Van der Waals del grupo -SCH3 en la posicién 4 (Fig. 7C) con la proteina RXRa no era éptima y
habia espacio para la modificacion para mejorar la uniéon a RXRa. La idea de hacer uso de la posicion 4 para disefar
analogos selectivos de RXRa fue totalmente respaldada por el hecho de que el profarmaco sulindac, el sulféxido de
sulindac y el metabolito sulfona de sulindac no muestran actividad inhibidora de la COX, mientras que el metabolito
de sulindac sulfuro (usado en el presente documento) es un potente inhibidor de la COX (Haanen, 2001). Como se
muestra en la Fig. 7A, el grupo carboxilato de sulindac se colocd lejos de Arg316 en comparaciéon con los
equivalentes en los ligandos RXRa DHA, BMS649 y 9-cis-AR. Reemplazar -CH2COOH en la posicion D con un
grupo mas voluminoso como -CH2CH2COOH ayudaria a colocar el grupo carboxilato mas cerca de Arg316 para
lograr una buena interaccion de carga-carga con RXRa como se observa en 9-cis-AR.

Los compuestos candidatos también se examinaron mediante acoplamiento a la estructura cristalina de COX-2 (Fig.
18) para identificar los ligantes que no son COX. Basandose en estas consideraciones, se disefiaron y sintetizaron
cinco analogos (Figs. 7C y 19). Su evaluacion mostré que todos los analogos conservaban la actividad de unién a
RXRa, siendo K-80003 el mas potente (aproximadamente 34 veces mas alto que sulindac), probablemente debido a
su grupo iso-propilo (i-Pr) en la posicion 4, que ha mejorado la interaccion con los restos hidréfobos en Helix7 de
RXRa. Significativamente, K-80003 y K-80005 no tuvieron una inhibicion detectable de las actividades COX (Fig. 7C)
y no pudo inhibir constitutivo y TNF. (Fig. 7D) o la produccion de prostaglandina E2 (PGEZ2) inducida por IL-1$ (no se
muestra). La unién de K-80003 a RXRa también se confirmé mediante ensayos de union a 19F RMN (Fig. 7E). Por
lo tanto, la unién a RXRa de sulindac puede disociarse de su unién a COX.

Se sembraron células A549 en placas de 24 pocillos en DMEM con suero fetal bovino al 10 %. Después del cultivo
durante una noche, las células se estimularon con 10 ng/ml de IL-13 en medio DMEM sin suero durante 24 h.
Después de 10 minutos de tratamiento previo con las concentraciones indicadas de sulindac o analogo, las células
se trataron conjuntamente con acido araquidénico 10 uM y sulindac o su analogo durante 30 minutos a 37 °C. El
medio se recogid y ensayd inmediatamente. La produccion de PGE2 se midié con Prostaglandin E2 EIA Kit-
Monoclonal de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). La produccion de
PGE2 (%) se expresa como la relacion de PGE2 producida en presencia de compuesto a la de vehiculo solo.

La evaluacion de los analogos mostré que todos ellos conservaron la actividad de union a RXRa, siendo K-80003 el
mas potente (aproximadamente 34 veces mas alto que sulindac) (Fig. 7C), probablemente debido al grupo iso-
propilo (-Pr) en la posicion 4, que mostré una mejor interaccion con los restos hidréfobos en Helix7 de RXRa. K-
80003 y K-80005 no tuvieron una inhibicion detectable de las actividades COX (Fig. 7C) y no inhibié constitutivo o
TNFo- (Fig. 7D) o produccion de prostaglandina E2 (PGE2) inducida por IL-1B (no mostrada). Los espectros de'°F
RMN de K-80003 (100 uM) se compararon en ausencia y presencia de RXRa LBD 10 uM (Fig. 7E).

Las células Caco-2 y MEF se trataron con la concentracion indicada de sulindac o K-80003 durante 30 minutos,
luego se estimularon con AR todo trans (107 M) durante 15 minutos. La activacion de AKT se analizé mediante
inmunotransferencia. Las células PC3 transfectadas con RXRa o RARy ARNip se trataron previamente con K-80003
(50 uM) durante 1 h antes de exponerlas a TNFa (10 ng/ml) durante 30 minutos (pRXRa: RXRa fosforilado). Las
células A549 se transfectaron con Flag-p85a y Myc-RXRa/A80, se trataron con sulindac (50 yM) o K-80003 (50 uM)
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durante 1 h, se expusieron a TNFa durante 30 minutos y se analizaron mediante co-inmunoprecipitacion con un
anticuerpo anti-Flag. K-80003 (50 uM) fue mucho mas eficaz que sulindac (50 yM) para inhibir la activacion de AKT
inducida por ATRA (Fig. 20), y la activacién de AKT inducida por TNFa (Fig. 8A), la formacion de colonias de un clon
estable HeLa/RXRa/1-134 (Fig. 8B), y la interaccion de p85a con RXRa/A80 (Fig. 8C). Reducir la expresion de
RXRa por ARNip perjudicé en gran medida el efecto inhibitorio de K-80003 sobre la activacion de AKT en células
PC3. En comparacién, una reduccion de la expresiéon de RARa por RARaa ARNip no mostré dicho efecto. Por lo
tanto, la inhibicion de la activacion de AKT por K-80003 también fue dependiente de la expresion de RXRa (Fig. 8B).

Los ensayos de co-inmunoprecipitacion demostraron que la interaccion de RXRa/A80 con p85a ya sea en ausencia
o presencia de TNFa fue inhibido potentemente por K-80003 en comparacion con el efecto de sulindac (Fig. 8C).

Las células ZR-75-1 se trataron con TNFa y/o sulindac (75 pM) o K-80003 (50 uM) durante 6 h y se analizaron
mediante inmunotransferencia. K-80003 también fue mas efectivo que sulindac para inducir la escisiéon de PARP
cuando se usa junto con TNFa en células ZR-75-1 (Fig. 8D). Similar a sulindac, K-80003 en combinacién con TNFa
indujo sinérgicamente la escision de PARP y la activacion de caspasa-8 en células HepG2 y PC3 (Fig. 8E).

En los ensayos de supervivencia clonogénicos, la formaciéon de colonias de clones estables HeLa/RXRa/1-134 y
clones estables RXRa/A80 fue casi completamente suprimida por K-80003, poniendo de manifiesto su capacidad
para inhibir el crecimiento celular (Fig. 8F). El efecto inhibitorio de K-80003 sobre la activacion de AKT fue anulado
por RXRa, pero no RARy ARNip (Fig. 8F), sugiriendo un papel de RXRa en la mediacion de sus efectos.

Los ratones (n = 6) se trataron por via intraperitoneal con aceite de maiz, sulindac (60 mg/kg) o K-80003 (60 mg/kg)
durante dos semanas. Los tumores fueron extirpados y medidos. Significativamente, K-80003 exhibié un efecto
inhibidor mucho mas potente que sulindac en el crecimiento del tumor RXRo/A80 en animales (Fig. 8G).
Conjuntamente, el analogo de sulindac selectivo a RXRa K-80003 es un potente inhibidor de la sefalizacién de
PI3K/AKT mediada por RXRa y el crecimiento de las células cancerosas.

Ejemplo 10. Deteccion de analogos de sulindac en un mamifero

Se selecciona un panel de analogos de sulindac para detectar un compuesto con la capacidad de inducir la
apoptosis en las células. Cada compuesto candidato se introduce en un ratén y se analiza para determinar si es
capaz de suprimir la actividad de AKT, activar caspasa-8, activar BAX, inhibir el cFLIP y degradar Bid en las células.
Los compuestos identificados durante la seleccion se pueden usar para ensayos de seleccidon adicionales o
procedimientos de tratamiento como se desvela en el presente documento.

Ejemplo 11. Tratamiento del cancer en un paciente humano

Se identifica a un paciente humano que necesita tratamiento para el cancer y se le administra un compuesto que se
sabe que interactia con RXRa y funciona independientemente de la via COX-2. Se monitoriza al paciente para
determinar la estabilizacion o mejoria del cancer resultante de la administracion del compuesto. Se observa un
efecto antitumorigénico en el paciente después de la administracién del compuesto.

Ejemplo 12. Prevencion del cancer en un paciente humano

Se identifica a un paciente humano con un riesgo elevado de desarrollar cancer en relacion con la poblacion general
y se le indica que tome un comprimido de 150 mg que contiene el principio activo K-80003 dos veces al dia. El
paciente es monitoreado y no desarrolla cancer después de la administracion del compuesto.

Ejemplo 13. Activacion de sulindac de la via apoptética extrinseca inducida por TNFa

Las células HepG2 cultivadas en medio con SFB al 1 % se trataron con SR11237 (1 uM) durante 1 h, luego TNF(10
ng/ml) y/o sulindac (75 pM) durante 4 h, y se analiz6 mediante inmunotransferencia. Las células HepG2
transfectadas con control o RXRa ARNip se trataron con TNFa y/o sulindac y se analizaron por inmunotransferencia.

El tratamiento de las células del cancer de higado HepG2 (Fig. 6A) y otras lineas celulares de cancer (Figs. 16 y 17)
con sulindac y TNFa indujo eficazmente la escision de PARP vy la activacion de caspasa-8 (indicada por productos
de caspasa-8 escindidos, p43/p41), mientras que el tratamiento de estas células con sulindac o TNFa solo tuvo poco
efecto. El efecto apoptotico de la combinacion sulindac/TNFa fue parcialmente suprimido por el ligando selectivo a
RXRa SR11237 (Fig. 6A) o la transfecciéon de RXRa ARNip (Fig. 6B), nuevamente demostrando un papel para
RXRa.

Las células HepG2 transfectadas con control o caspasa-8 ARNip o pretratadas con ZIETD-fmk (40 uM) durante 1 h
se trataron con TNFa y sulindac y se analizaron por inmunotransferencia. una supresion completa de la escision de
PARP inducida por sulindac/TNFa (Figs. 6C y 16B-C). Se obtuvieron resultados similares cuando las células se
transfectaron con ARNip de caspasa-8 (Figs. 6D y 16D. Por lo tanto, la apoptosis inducida por sulindac/TNFa esta
mediada por la via apoptética extrinseca.

Activacion de Bax por sulindac y TNFa. Las células HepG2 tratadas con TNFa y/o sulindac fueron inmunotefiidas
con el anticuerpo Bax/6A7. Aproximadamente el 15 % de las células tratadas con sulindac, si bien aproximadamente
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el 60 % de las células tratadas con sulindac/TNFa mostraron tinciéon con Bax. También se examind la activacion
potencial de sulindac de la via apoptética extrinseca que dio como resultado la activaciéon de Bax. Las células
HepG2 tratadas con TNFa o sulindac solas o juntas se examinaron para determinar la activacion de Bax mediante
inmunotincion usando un anticuerpo Bax/6A7 sensible a la conformacion. Se observé una tincion significativa de Bax
solo cuando las células se trataron con TNFa y sulindac (Fig. 6E). La comunicaciéon cruzada entre las vias
apoptoticas extrinsecas e intrinsecas puede vincularse mediante la escision y activacion de Bid (Li y col., Cell 94 (4),
491-501 (1998)). De hecho, Bid se degradé significativamente en células tratadas con TNFa y sulindac (Fig. 6A),
sugiriendo que la activacion de Bax inducida por sulindac/TNFa podria estar mediada a través de la activacion de
Bid.

Las células PC3 transfectadas con CA-AKT o DN-AKT se trataron con TNFa y/o sulindac, y se analizaron mediante
inmunotransferencia (Fig. 6F). Activacion de la caspasa-8 (Fig. 6G) y Bax (Fig. 6H) por sulindac y TNFa. Las células
HepG2 transfectadas con CA-AKT se trataron con TNFa y sulindac, y se inmunotifiieron con caspasa-8 antiescindida
o anticuerpo Bax/6A7. Aproximadamente el 80 % de las células no transfectadas y el 15 % de células transfectadas
con CA-AKT mostraron tincion con caspasa-8. Aproximadamente el 60 % de las células no transfectadas y
aproximadamente el 13 % de las células transfectadas con CA-AKT mostraron tincion con Bax. La escision de PARP
inducida por sulindac/TNFa se inhibié mediante la transfeccion de AKT constitutivo-activo (CA-AKT) pero se mejoro
mediante la transfeccion de AKT dominante-negativo (DN-AKT) (Fig. 6F). Sistematicamente, la induccion de
apoptosis (Fig. 17B) y la activacion de caspasa-8 (Fig. 6G) y Bax (Fig. 6H) por combinacion de sulindac/TNFa fue
inhibida por CA-AKT.

Las células tratadas con TNFa y/o sulindac durante 6 h se analizaron mediante inmunotransferencia (Fig. 61). Se
examind la expresion de c-FLIP, un gen diana corriente abajo de la sefializacién de AKT, que actia como un potente
inhibidor de la via apoptoética extrinseca mediante la inhibicion de la activaciéon de la caspasa-8. El tratamiento de las
células HepG2, A549 y SW480 con TNFa dio como resultado una fuerte induccion tanto de la forma corta (c-FLIPS)
como de la forma larga (c-FLIPL) de c-FLIP, que fue inhibida por sulindac (Fig. 6l). Por lo tanto, sulindac puede
inducir apoptosis al suprimir el efecto inductor de TNFa en la expresién de c-FLIP.

Ejemplo 14. Inhibicién del crecimiento en tumores de mama con K-80003

Se investigd el efecto inhibidor del crecimiento de la administracion oral de K-80003 en el tejido tumoral mamario
MCF-7 crecido en ratones. K-80003 se disolvio en NaHCO3 (pH 8,0). A los ratones con tejido tumoral mamario MCF-
7 se les administré 15mg/kg de K-80003, 30 mg/kg de K-80003, 60 mg/kg de K-80003, o un control en un volumen
total de 100 pl por sonda una vez al dia. El volumen del tumor medido durante 20 dias indicé que los ratones
tratados con K-80003 oral mostraron una disminucién dependiente de la dosis en el volumen del tumor en
comparacion con los ratones tratados con control (Fig. 21A).

Ejemplo 15. Estudios preclinicos de K-80003

Se realizaron estudios preclinicos de K-80003, incluida la investigacion de toxicidad, biodisponibilidad y
farmacocinética. K-80003 mostré6 muy baja toxicidad (Fig 22A), aumento de la biodisponibilidad en la formulacion
oral en comparacion con la intravenosa (Fig. 22B), y perfiles de PK deseables (Fig. 22C).

Ejemplo 16. Produccion de analogos

(referencial en la medida en que se preparan compuestos que no se encuentran dentro de la formula (1) definida
anteriormente)

Acido 3-(4-fluorofenil)-2-metilacrilico (2a)

F
CO,H

2 CH,

Se afiadi6 anhidrido propionico (31,0 ml, 242 mmol) a carbonato de potasio (18,2 g, 132 mmol) a 0 °C. Después de
agitar durante 5 minutos para mezclar, se afadié p-fluorobenzaldehido (1a) (13,0 ml, 120 mmol). La mezcla se
calent6 a 160 °C durante 12 h. Después de enfriar con un bafio de hielo, a la mezcla de reaccion se afadié agua. El
precipitado amarillo resultante se filir6 y se lavd con EtOAc para producir el acido bruto 2a, que se usé en la
siguiente etapa tal como estaba. Se obtuvo una muestra analitica del conocido acido acrilico 2a (40) por
recristalizacion en MeOH. 2a: cristales de color amarillo palido. Pf 155-158 °C (MeOH). IR (KBr): vmax, = 3429, 3076,
2972, 1665, 1596, 1508, 1425, 1313, 1298, 1224 cm™; "H RMN (400 MHz, CD30D) &: 2,09 (s, 3H, CCHs), 7,22-7,11
(m, 2H, Ph-H), 7,52-7,43 (m, 1H, Ph-H), 7,69 (s, 1H, CH=CCHj3) ppm; >C RMN (100 MHz, CDs0D) &: 12,7, 114,8,
115,1, 131,4, 131,5, 132,1, 132,2, 137,5, 161,3, 163,75, 170,4 ppm; EM (ESI) m/z 179 (M-H").

Acido 3-(4-fluorofenil)-2-metilpropanoico (3a)
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CO,H
CH,

Una mezcla del acido acrilico bruto 2a (14,3 g, 79,4 mmol) y 10 % de Pd/C (1,35 g) en metanol (190 ml) se
hidrogeno bajo 20 atm de hidrégeno durante 10 h. El catalizador se separdé por filtracion y el filtrado se concentro
para dar 3a bruto, que se uso en la siguiente etapa tal como estaba. Se obtuvo una muestra analitica del compuesto
3a (40) mediante cromatografia ultrarrapida en columna sobre gel de silice (acetato de etllo PE 1:2). 3a: aceite
incoloro. IR (pelicula): vmax = 3406, 2972, 2933, 1701, 1560, 1509, 1460, 1406, 1223 cm™; 'H RMN (400 MHz,
CDCls) 6:1,17 (d, J= 6,82 Hz, 3H, CHCH5), 2,77-2,61 (m, 2H, CH>CH), 3,02 (dd, J = 13,18, 635 Hz, 1H, CH2CH),
7,00-6,93 (m, 2H, Ph-H), 7,16-7,11 (m, 2H, Ph-H) ppm; 13’C RMN (100 MHz, CDCI3)6 16,4, 38,4, 41,4, 115,1, 1151,
130,3, 130,4, 134,5, 134,6, 160,4, 162,8, 182,6 ppm; EM (IEN) m/z 181 (M-H").

6-fluoro-2-metil-2,3-dihidroinden-1-ona (4a)

O
E

CHs

Una mezcla del derivado de acido propanoico bruto 3a (3,20 g) y acido polifosférico (47,0 g) se calenté a 80 °C
durante 4 horas. La mezcla resultante se vertido en agua enfriada con hielo y se extrajo con EtOAc. Los extractos
combinados se lavaron con una solucién acuosa saturada de NaHCOj3 para eliminar los acidos de partida, y después
se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO4 anhidro, se filtré y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (acetato de etilo: PE, 1:30) para dar el compuesto 4a (40) en
forma de un aceite de color amarillo palido (1,44 g, 50 %). La capa NaHCO3 se acidificé con HCI conc., extraido con
EtOAc (3x30 ml). Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y
se concentré a presion reducida para dar el material de partida recuperado 3a (34 %). Los datos para 4a: IR
(pelicula) Vmax = 3064, 2968, 2932, 2873, 1716, 1611, 1509, 1486, 1444, 1264, 1158 cm™; 'H RMN (400 MHz,
CDCls) &: 1,32 (d, J = 7,37 Hz, 3H, CHCH5), 2,82-2,65 (m 2H, CH.CH), 3,37 (dd, J = 16,71, 7 55 Hz, 1H, CH.CH),
7,33-7,26 (m, 1H, Ph-H), 7,44-7,36 (m, 2H, Ph-H) ppm; '°C RMN (100 MHz, CDCls) &: 16,2, 34,4, 42,9, 76,3, 109,7,
109,9, 122,2, 122,5, 127,8, 127,9, 138,1, 148,8, 149,6, 161,1, 163,6, 208,5 ppm; EM (IEN) m/z 187 (M+Na").

2-(6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acetato de etilo (5a)

A una solucion de HMDS (15,0 ml, 56,9 mmol) en THF anhidro (38,0 ml) a 0 °C se afiadi6 gota a gota n-BuLi
(solucion 2,5 M en n-hexano, 17,0 ml, 42,8 mmol). Después de agitar durante aproximadamente 30 minutos, la
mezcla se enfrio a -78 °C y se afhadié EtOAc (4,20 ml, 42,8 mmol). La mezcla se agité a -78 °C durante otros
30 minutos. A la mezcla resultante se afiadié gota a gota una solucién de indenona 4a en THF anhidro (40 ml). La
mezcla se agité a -78 °C durante otras 4 h y luego se enfrié con una solucién acuosa saturada de NH4Cl. La mezcla
se extrajo con EtOAc (3x20 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 anhidro, se filtro y se
concentro a presion reducida. Al residuo se afiadio HOAc/H2SO4 (10/1, 55 ml). Después de agitar durante 5 horas a
a., la mezcla se extrajo con CH2Cl> (3x15 ml). Los extractos combinados se lavaron sucesivamente con agua,
NaHCO3; saturado, y salmuera, se secaron sobre Na;SO,, se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice (acetato de etilo: PE, 1:30) para dar el
compuesto 5a (40) en forma de un aceite incoloro (3 26 g, 70 %). IR (pelicula) vmax =2981, 2911, 1736, 1614, 1590,
1473, 1368, 1329, 1308, 1256, 1154, 1034 cm”; 'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 1,25 (t, J = 7,13 Hz, 3H,
COOCHCHs), 2,12 (s, 3H, CCHs), 3,29 (s, 2H, PhCHzC) 3,48 (s, 2H, PhCCHy), 4,14 (c, J= 7,13 Hz, 2H,
COOCH.CHj3), 6,79 (ddd, J= 962 8,12, 2,41 Hz, 1H, Ph-H), 6,96 (dd, J = 9,33, 2,40 Hz, 1H, Ph-H), 7,25 (dd, J =
8,17, 4,93 Hz, 1H, Ph-H) ppm; °C RMN (100 MHz, CDCls) 5:14,1, 14,3, 31,5, 42,1, 60,9, 105,6, 105,9, 110,2, 110,4,
123,6, 123,7, 129,6, 129,6, 137,2, 137,2, 144,6, 147,8, 147,9, 161,2, 163,6, 170,7 ppm; EM (IEN) m/z 257 (M+Na").

Acido (2)-2-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acético (sulindac sulfuro) (6a)
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H5CS

A una solucion de indeno 5a (650 mg, 3 mmol) en MeOH (4,6 ml) se ahadi6 NaOMe 2 N (4,6 ml, 9 mmol) a
temperatura ambiente para obtener una mezcla naranja. Después de agitar durante 20 minutos, a la mezcla se le
afiadié p-(metiltio)benzaldehido (0,8 ml, 7,5 mmol). La mezcla resultante se calenté a reflujo a 80 °C durante 3,5 h.
Después de la concentracion a presion reducida, el residuo se vertié en una solucion de HCI | N. Después de agitar
durante otras 10 h a temperatura ambiente, la mezcla se extrajo con EtOAc (3x15 ml). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na;SO, anhidro, se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida (acetato de etilo: PE, 1:2,5) para dar predominantemente el isémero cis (Z) 6a (sulindac
sulfuro) (40) en forma de un sodlido de color amarillo (868 mg, 85 %). El isémero frans (E) se obtuvo en
aproximadamente 2 %. Pf 182-185 °C (EtOAc) (lit. (40) Pf 180-184 °C). IR (KBr) vmax = 3445, 3012, 2914, 2850,
1702, 1602, 1589, 1465, 1410, 1320, 1240, 1171, 1085 cm™; "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5: 2,15 (s, 3H, C=CCHs),
2,54 (s, 3H, SCHs), 3,57 (s, 2H, CH2COO0), 6,77-6,71 (m, 1H, vinilo H), 7,01 (dd, J= 9,31, 2,25 Hz, 1H, vinilo H), 7,25-
7,46 (m, 5H, Ph-H), 12,40 (s, 1H, COOH) ppm; "*C RMN (100 MHz, CDCl3) &: 10,7, 14,7, 31,5, 106,1, 106,4, 110,6,
110,8, 123,4, 123,5, 125,8, 130,0, 130,3, 131,0, 132,1, 132,6, 138,5, 139,5, 139,5, 139,5, 147,2, 147,3, 161,5, 161,6,
172,1 ppm; EM (IEN) nv/z 331 (M+Na").

Después del procedimiento descrito para el sulindac sulfuro (6a) y la condensacion del indeno 5a con un aldehido
aromatico adecuado, se sintetizaron los compuestos K-80001 a K-80003, respectivamente.

Acido (2)-2-(3-(4-metilbencilideno)-6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acético (6b) (K-80001)
COOH

F
oS

N
H,C
Solido de color amarillo. Pf 155-158 °C. Rendimiento: 87 %. IR (KBr) vmax = 3426, 3022, 2959, 2915, 1733, 1717,
1655, 1599, 1512, 1470, 1408, 1381, 1214, 1172 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,19 (s, 3H, C=CCHs), 2,41 (s,
3H, Ph-CH3), 3,58 (s, 2H, CH,CO,H), 6,59-6,53 (m, 1H, vinilo H), 6,87 (dd, J = 8,98, 2,40 Hz, 1H, vinilo H), 7,44-7,16
(m, 6H, Ph-H) ppm; 3C RMN (100 MHz, CDCl3) &: 10,61, 21,43, 29,73, 31,44, 105,54, 105,77, 110,48, 110,71,
123,73, 123,83, 129,21, 129,32, 129,78, 129,80, 129,84, 129,87, 131,00, 131,02, 133,48, 138,29, 138,95, 139,76,
146,13, 146,22, 161,84, 164,29, 176,68 ppm; EM (IEN) m/z 363 (M+Na+). Anal. calcd para CyH17FO2: C, 77,90; H,
5,56. Hallado: C, 77,88; H, 5,99.

Acido (2)-2-(3-(4-etilbencilideno)-6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acético (6c) (K-80002)

HaCH,C

Solido de color amarillo. Pf 159-162 °C. Rendimiento: 83 %. IR (KBr) vmax =3082, 3024, 2965, 2923, 1705, 1604,
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1473, 1465, 1413, 1312, 1229, 1168 cm™; 'H RMN (400 MHz, CDClIs) 6: 1,29 (t, J = 7.61 Hz, 3H, CH2CH3), 2,20 (s,
3H, C=CCHs,), 2,71 (c, J = 7,60 Hz, 2H, CH,CHj3), 3,59 (s, 2H, CH.COO), 6,60-6,54 (m, 1H, vinilo aromatico H), 6,88
(dd, J = 8,97, 2,39 Hz, 1H, vinilo aromatico H), 7,19-7,44 (m, 5H, Ph-H) ppm; BC RMN (100 MHz, CDCls) &: 10,6,
15,4, 28,7, 31,4, 105,5, 105,7, 110,5, 110,7, 123,7, 123,8, 128,0, 129,4, 129,7, 129,9, 131,0, 133,7, 138,9, 139,7,
144.6, 161,8, 164,2, 176,4 ppm; EM (IEN) m/z 345 (M+Na+). Anal. calcd para C,1H19FO2: C, 78,24; H, 5,94. Hallado:
C, 78,21; H, 5,55.

Acido (2)-2-(3-(4-iso-propilbencilideno)-6-fluoro-2-metil-3H-inden-1-il)acético (6d) (K-80003)

{H3C).HC

Solido de color amarillo. Pf 146-149 °C; rendimiento: 79 %. IR (KBr) vmax = 3025, 2958, 2871, 1701, 1629, 1603,
1507, 1464, 1412, 1315, 1293, 1171, 1134 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCls) 6:1,31 (d, J = 6,95 Hz, 6H, CH(CH}s)>),
2,20 (s, 3H, C=CCHs), 2,97 (id, J = 13,81, 6,91 Hz, 1H, CH(CH3)2), 3,59 (s, 2H, CH.COO), 6,61-6,88 (m, 2H, vinilo
aromatico H), 7,19-7,46 (m, 6H, Ph-H); 3C RMN (100 MHz, CDClIs 6:10,6, 23,9, 31,3, 34,0, 76,7, 105,5, 105,7, 110,5,
110,7, 123,7, 123,8, 126,5, 129,4, 129,7, 129,8, 131,0, 133,7, 139,0, 139,6, 146,1, 146,2, 149,3, 161,8, 164,2, 176,1
ppm; EM (IEN) m/z 359 (M+Na+). Anal. calcd para C,;H»21FO2: C, 78,55; H, 6,29. Hallado: C, 78,13; H, 6,02.

2-(6-fluoro-3H-inden-1-il)acetato de etilo (5b)

O‘

A una solucién de iso-propilamina (0,27 ml, 2 mmol) en THF anhidro (4 ml) a 0 °C se afadié gota a gota n-BuLi
(solucién 2,5 M en n-hexano, 0,8 ml, 2 mmol). Después de agitar durante aproximadamente 30 minutos, la mezcla se
enfrié a -78 °C y se afiadio EtOAc (0,2 ml, 2 mmol). Después de agitar a -78 °C durante otros 30 minutos, se afiadid
gota a gota indenona 4b (150 mg, 1 mmol) en THF anhidro (0,7 ml). La mezcla se agit6 a -78 °C durante otras 2 h 'y
luego se enfri6 con NH4Cl saturado. La mezcla se extrajo con EtOAc (3x5 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre Na;SO, anhidro, se filtr6 y se concentré a presion reducida. El residuo se tomd con AcOH/H2SO4
(10/1,3 ml). Después de agitar durante 3h a t.a., la mezcla se extrajo con CH.Cl, (3x5ml). Los extractos
combinados se lavaron sucesivamente con agua, NaHCO3 saturado y salmuera. La fase organica se secd sobre
Na,SO, anhidro, se filtré y se concentré a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en columna
ultrarrapida sobre gel de silice (acetato de etilo: PE, 1:30) para dar 5b en forma de un aceite incoloro (99 mg, 49 %).
IR (pelicula) vimax = 3054, 2982, 2931, 1704, 1636, 1486, 1446, 1369, 1345, 1288, 1276 cm™; 'H RMN (400 MHz,
CDCl3) &: 1,28 (t, J = 7,15 Hz, 3H, CH2CH?»), 3,35 (s, 2H, CH.CO;Et), 3,56 (dd, J = 2,93, 1,51 Hz, 2H, CH>CH), 4,19
(c, J = 7,15 Hz, 2H, CH3CH>), 6,52 (s, 1H, C=CH), 6,93-7,36 (m, 3H, Ph-H) ppm; "°C RMN (100 MHz, CDCl3) &: 14,2,
34,1, 37,4, 61,0, 106,4, 106,7, 111,4, 111,6, 124,3, 124,4, 134,1, 136,3, 136,4, 139,2, 139,3, 146,3, 146,4, 161,1,
163,5, 170,72 ppm. Anal. calcd para C13H=FO=: C, 70,90; H, 5,95. Hallado: C, 71,30; H, 6,23.

COOEt

Acido (E)-2-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-6-fluoro-3H-inden-1-il)acético (6e) (K-80004)

COOH
o

O
SCH;,

A una solucién de derivado de indeno 5b (506 mg, 2,50 mmol) en MeOH (4 ml) se afiadi6 NaOMe 2 N (4 ml, 4 mmol)
a temperatura ambiente. Después de agitar durante 20 minutos, a la mezcla resultante se afiadid p-
(metiltio)benzaldehido (0,65 ml, 2,50 mmol). La mezcla se calenté a reflujo a 80 °C durante 3,5h. La solucién
resultante se concentré a presion reducida, y después se vertid en HCI | N. Después de agitar durante 10 horas a
t.a., la mezcla se extrajo con EtOAc (3x10 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO4 anhidro,
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se filtrd y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel
de silice (acetato de etilo: PE, 1:2,5) para dar isémero trans (E) 6e (K-80004) en forma de un sdlido de color amarillo
(429 mg, 48 %). Pf 180-182 °C (EtOAc). 'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,54 (s, 3H, SCHs), 3,69 (s, 2H, CH,COO),
7,09-7,84 (m, 9H, Ph-H), 12,52 (s, 1H, COOH) ppm; "*C RMN (100 MHz, CDCls) &: 13,6, 115,5, 115,7, 127,3, 131,7,
131,8, 139,9, 161,5, 163,9, 174,0 ppm. Anal. calcd para C1H1sFO,S: C, 69,92; H, 4,63; F, 5,82; O, 9,80; S, 9,82.
Hallado: C, 70,16; H, 4,92.

Espiro(dihidro-2(3H)furanona-5-1'(2'H)(3'H)-6-fluoro-indano (7a)

0

0]

Una soluciéon de 6-fluoro-1-indanona 4b (75,0 mg, 0,50 mmol), isopropanol (0,190 ml, 2,50 mmol) y metil acrilato
(0,45 ml, 5 mmol) en THF (10 ml) se purgd con argén durante 20 minutos y se enfrié a 0 °C. Se afiadié una solucion
de Sml, (1,50 mmol) en THF (15 ml) a través de una aguja de transferencia. Después de 5 min, la reaccion se enfrid
con KyCOs3 sat. (2 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3x3 ml). Las fases organicas combinadas se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>SQO4 anhidro, se filtré y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice eluyendo con EtOAc-PE (1:6) para dar el
compuesto 7a (74,5 mg, 0,37 mmol, 73 %) en forma de un aceite incoloro; IR (pelicula) vmax: 3058, 2945, 2856,
1766, 1603, 1494, 1155 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,28-2,52 (m, 4H, ArCCH3), 2,77 (dt, J = 8,0, 1,2 Hz, 2H,
ArCCH,CH,CO), 2,81-2,90 (m, 1H, ArCH>), 3,00-3,09 (m, 1H, ArCHy), 6,96-7,03 (m, 2H, Ar-H), 7,18-7,23 (m, 1H, Ar-
H); "®C RMN (100 MHz, CDCl3) &: 28,7, 29,5, 33,3, 39,4, 94,1, 109,7 (d, Jor = 22,4 Hz) 116,6 (d, Jor = 22,5 Hz),
126,2 (d, Jcr = 8,3 Hz), 138,8, 144,7 (d, Jcr = 7,4 Hz), 162,2 (d, Jcr = 233,5 Hz), 176,0 ppm; Anal. calcd para
C12H11FO2: C, 69,89; H, 5,38. Hallado: C, 69,97; H, 5,62.

3-(6-fluoro-3H-inden-1-il)propanoato de metilo (8a)

o

A una solucién de espiro(dihidro-2(3H)furanona-5-1'(2'H)(3'H)-6-fluoro-indano 7a (61 mg, 3 mmol) en CH3OH (1,5 ml)
se afiadié p-TsOH (6 mg). La mezcla se calenté a reflujo durante 2 horas. La reaccion se enfrid con una solucion
saturada acuosa de NaHCOg3 (2,0 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3x2 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO. anhidro, se filtré y se concentrd a presion reducida.
El residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice eluyendo con EtOAc-PE (1:300)
para dar el compuesto 8a (61 mg, 0,28 mmol, 94 %) en forma de un aceite de color amarillo palido. IR (pelicula) vimax:
2959, 2901, 1739, 1585, 1606, 1473, 1254, 1162 cm™; "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 2,68-2,73 (m, 2H, CH.CQOO),
2,82-2,88 (m, 2H, ArCCH>), 3,28-3,31 (m, 2H, ArCH>), 3,71 (s, 3H, COOCH3), 6,30 (t, 1H, J = 1,6 Hz, ArC=CH), 6,83-
6,91 (m, 1H, Ar-H), 7,02-7,06 (m, 1H, Ar-H), 7,33-7,38 (m, 1H, Ar-H); *C RMN (100 MHz, CDCls) &: 22,9, 32,4, 37,3,
51,7, 106,0 (d, Jor = 23,1 Hz), 11,4 (d, Jcr = 22,8 Hz), 124,4 (d, Jcr = 8,9 Hz), 130,3, 139,5, 1424 (d, JcF =
3,0 Hz), 146,9 (d, Jcr = 8,5 Hz), 162,4 (d, Jcr = 240,6 Hz), 173,4 ppm; Anal. calcd para C13H13FO2: C, 70,90; H,
5,95. Hallado: C, 70,50; H, 5,97.

COOMe

3-(3-(4-(metiltio)bencilideno)-6-fluoro-3H-inden-1-il)propanoato de (E)-metilo (9a) (K-80005)

T
|
U
SCH,

Una solucion de 3-(6-fluoro-3H-inden-1-il)propanoato de metilo 8a (110 mg, 0,5 mmol) en CH3OH (1 ml) se purgd

COOH
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con nitrogeno durante 10 minutos y se enfrid a 0 °C. Se afiadié gota a gota una solucion de CH3ONa (0,75 mmol)
recién preparado en CH3zOH (1 ml). Después de agitar durante 30 minutos, se afiadi6 gota a gota 4-
(metiltio)benzaldehido (63 pl, 0,6 mmol). La mezcla se calentd a reflujo durante 2 horas. Después de enfriar, la
reaccion se enfrio con agua (3 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla se acidifico con
5 HCI 1 M para alcanzar un pH = 4. El disolvente se evapor6 a presion reducida, y el residuo se extrajo con EtOAc
(3x5 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 ml), se secaron sobre Na>,SO4 anhidro, se
filtré y se concentrd al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice
eluyendo con EtOAc-PE (1:4) para dar el isémero trans (E) 9a (112 mg, 66 %) en forma de un solido de color
amarillo. Pf.:182-184 °C (EtOAc); IR (KBr) vimac 3055, 2988, 2925, 1711, 1640, 1488, 1445, 1656, 1290, 1277 cm™;
10 'H RMN (400 MHz, CDCl3) : 2,53 (s, 3H, SCH3), 2,68 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH,COO0), 2,84 (t, 2H, J = 7,6 Hz, ArCCH,),
6,96-7,84 (m, 9H, Ar-H), 12,21 (s, COOH); "*C RMN (100 MHz, CDCls) &: 14,3, 22,6, 32,0, 106,1 (d, Jcr = 23,4 Hz),
111,5 (d, Jc-r = 23,0 Hz), 120,5 (d, Jcr = 9,2 Hz), 122,6, 125,8 (2C), 127,3, 130,4 (2C, 132,8, 134,1, 136,4, 139,4,
143,2 (d, Jc-r = 8,8 Hz), 146,3, 162,2 (d, Jc.r = 240,5 Hz), 173,8 ppm; Anal. calcd para CxH17FO2S: C, 70,57; H,

5,03; S, 9,42. Hallado: C, 70,20; H, 4,62; S, 9,01.

15 K-80003 analogico n.° 1 (variante R1; sélido amarillo):

COOH
F
H
()

K-80003 analoégico n.° 2 (variante R1; sélido amarillo):

K-80003 analoégico n.° 3 (variante R1; sélido amarillo):
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K-80003 analoégico n.° 4 (variante R1; sélido amarillo):
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F O NH,
(o

K-80003 analoégico n.° 5 (variante R1; sélido amarillo):

O

| E O NH,

K-80003 analoégico n.° 6 (variante R1; sélido amarillo):

F N~
(

K-80003 analoégico n.° 7 (variante R1; sélido amarillo):

Fﬁ/
v

K-80003 analoégico n.° 8 (variante R2; sélido amarillo):

COOH
F
P
e
10 K-80003 analoégico n.° 9 (variante R2; sélido amarillo):
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F
()

K-80003 analégico n.° 10 (variante R2; sélido amarillo):

COOH
AP
o8

K-80003 analégico n.° 11 (variante R3; sélido amarillo):

F
L

K-80003 analoégico n.° 12 (variante R3; sélido amarillo):

F
(

K-80003 analégico n.° 13 (variante R3; sélido amarillo):

F
e

eO

A

26



ES 2702 532 T3

K-80003 analégico n.° 14 (variante R3; sélido amarillo):

COOH
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OMe
K-80003 analégico n.° 15 (variante R3; sélido amarillo):

COOH

W
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I

/0
5 K-80003 analégico n.° 16 (variante R3; sélido amarillo):

COOH

10 NC
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K-80003 analégico n.° 19 (variante R3; sélido amarillo):

COOH
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CN
K-80003 analoégico n.° 20 (variante R3; sélido amarillo):
COOH

K-80003 analégico n.° 21 (variante R3; sélido amarillo):
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K-80003 analoégico n.° 22 (variante R4; sélido amarillo):
COOH
o
\
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K-80003 analoégico n.° 23 (variante R4; sélido amarillo):
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COOH
j |
K-80003 analégico n.° 24 (variante R4; sélido amarillo):

/0
(J
F
(J
F
(J

K-80003 analoégico n.° 25 (variante R1):

K-80003 analégico n.° 26 (variante R1):

K-80003 analégico n.° 27 (variante R3):
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K-80003 analégico n.° 28 (variante R3):

en el que R3 = 2-CFs.
5 K-80003 analogico n.° 29 (variante R3:

en el que

K-80003 analoégico n.° 30 (variante R3):

10

en el que
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K-80003 analoégico n.° 31 (variante R4):

en el que R4 = Et.

K-80003 analégico n.° 32 (variante R4):

en el que R4 = EtO.

K-80003 analégico n.° 33 (variante R4):

en el que R4 = i-Pr.

K-80003 analégico n.° 34 (variante R4):
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en el que Ry = Cl.

Sumario de los procedimientos

Plasmidos

La construccion de RXRa y Myc-RXRa se ha descrito (Kolluri, SK y col., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 102(7), 2525-
2530 (2005); Cao, X., y col., Retinoid X receptor regulates Nur77/TR3-dependent apoptosis [corrected] by modulating
its nuclear export and mitochondrial targeting. Mol Cell Biol 24(22), 9705-9725 (2004); Masia, S. y col., Rapid,
nongenomic actions of retinoico acid on fosfatidylinositol-3-kinase signaling pathway mediated by the retinoico acid
receptor. Mol Endocrinol 21 (10), 2391-2402 (2007); Ohashi, E y col., Cancer Res 69 (8), 3443-3450 (2009); Balkwill,
F., Nat Rev Cancer 9 (5), 361-371 (2009); Han, YH y col., Oncogene 25 (21), 2974-2986 (2006)). Flag-p85a se
construyd mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) usando el cebador directo, 5'-
ccggaattccatgagtgctgaggggtacc-3' y el cebador inverso, 5'-acgcgtcgactcatcgcctctgetgtgcat-3'. El producto de la RCP
se digirié con Eco Rl y Sal | y se clon6 en el vector pCMV-Flag. Los mutantes RXRa se construyeron usando el kit
de mutagénesis QUIKCHANGE® (Stratagene, La Jolla, CA) con los siguientes oligonucleétidos como cebadores:
RXRa/F313S/R316E, 5-GGAACGAGCTGCTGATCGCCTCCTCCTCCCACGAGTCCATAGCTGTGAAAGAT GGG
(directo - SEQ ID NO:1) y 5-CCCATCTTTCACAGCTATGGACTCGTGGGAGGAGGAGGCGATCAGCAGCTCG
TTCC (inverso - SEQ ID NO:2); RXRa/A80, 5'-CCGGAATTCGGaccacacccaccctggge-3' (directo - SEQ ID NO:3) y 5'-
CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggeg-3' (inverso - SEQ ID NO:4); RXRa/A100, 5'-
CCGGAATTCGGgtcagcagcagcgaggac-3' (directo - SEQ ID NO:5) y 5'-CCGCTCGAGctaagtcatttggtgcggeg-3' (inverso
- SEQ ID NO:6). Los productos de la RCP se digirieron con EcoR |y Xho | y se ligaron en el vector pPCMV-Myc.

Cultivo de células

El cancer de mama humano ZR-75-1, el cancer de prostata LNCaP y PC3, y las células de cancer de pulmén H460
se cultivaron en RPMI 1640 complementado con suero bovino fetal (SFB) al 10 %. El cancer de higado HepG2 y las
células cancerosas humanas MCF-7 se mantuvieron en MEM que contenia un SFB al 10 %. Las células de rifidén
embrionario humano HEK293T, las células de rindn de mono verde CV-1, las células FER, células de cancer de
pulmén humano A549, las células de queratinocitos humanos HaCat, las células de rifidn de hamster BHK, las
células de carcinoma de cancer de colon humano Caco2, las células de adenocarcinoma de colon humano SW480 y
las células de colon humano HCT116 se mantuvieron en DMEM suplementado con SFB al 10 %. La linea celular de
carcinoma embrionario murino F9 tenia ambos alelos de RXRa interrumpidos (Clifford, J. y col., Embo J 15 (16),
4142-4155 (1996)). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera humidificada de 5 % de CO..

Anticuerpos y reactivos

Anti-phospho-Akt (Ser 473, D9OE, n.° 4060) fue de Cell Signaling Technology (Danvers, MA). Los anticuerpos anti-§3-
actina (A1978) y anti-Flag (M2, F3165) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El anticuerpo anti- p85a (n.°
06-195) se adquiri6 en Millipore (Billerica, MA). Los anticuerpos para Akt1 (C-20) sc-1618, GFP (B-2) sc-9996,
HSP60 (N-20) sc-1052, c-Myc (9E10) sc-40PI3, RARy (C-19) sc-550, RXRa (D20) sc-553, RXRa (AN197) sc-774,
PARP (H-250) sc-7150 eran de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). ECL, los anticuerpos IgG anti-conejo y
anti-raton especificos de especies ligadas a la peroxidasa de rabano picante fueron de GE Healthcare (Little
Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido). La IgG anti-conejo de cabra ALEXA FLUOR® 594 (A-11012) y la IgG anti-
raton de cabra ALEXA FLUOR® 488 (A-10667) se adquirieron en Invitrogen (Carlsbad, CA). La proteina A/G Plus-
agarosa (sc-2003) fue de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). El TNFa humano recombinante (210-TA) fue
de R&D Systems (Minneapolis, MN). Los comprimidos de coctel inhibidor de proteasa eran de Roche (Basilea,
Suiza). 9-cis acido retinoico (9-cis-AR) (R4643). sulindac sulfuro y sus analogos se disolvieron en dimetilsulfoxidos
(DMSO) en soluciones madre de 100 Mm. El acido todo-trans-retinoico (ATRA) (R2625) y la quimotripsina fueron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). SR11237 fue proporcionado amablemente por la Dr. Marcia |. Dawson (Instituto
Burnham).

Ensayo de union a ligandos

El dominio de unién al ligando RXRa (LBD) marcado con His expresado en bacterias (aa 223-462) se incubd con
[3H]-9-cis-AR (Amersham Biosciences, R.U.) en un tampén de ensayo de unién a ligando en presencia o ausencia
de diversas concentraciones de 9-cis-AR sin marcar o sulindac sulfuro. La proteina RXRa LBD fue capturada por
perlas recubiertas de niquel. El 9-cis-AR radiomarcado unido se determiné en un contador de centelleo como se
describe (Kolluri, SK'y col., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 102(7), 2525-2530 (2005)).

Analisis HPLC de la unién de sulindac sulfuro a la proteina RXRa en células

El vector de expresion que contiene el receptor fusionado con la fusion TAP C-terminal (Stratagene, La Jolla, CA) se
transfect6 en células HEK293 usando un reactivo de transfeccion FuGene 6 (Roche, Basilea, Suiza). Las células se
mantuvieron en crecimiento exponencial en medio completo, DMEM (Mediatech Inc., Herndon, VA) suplementado
con suero de ternera al 10 % (SCS, Hyclone Logan, UT), glutamina 2 mM, penicilina (100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml). Dos dias después de la transfeccion, las células se cambiaron a un medio que contenia 400 mg/ml de
G418 hasta 20 dias después de la transfeccion, cuando las placas se clasificaron para colonias resistentes a los
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farmacos. La expresion de la proteina de fusion RXRa se determiné mediante inmunotransferencia. Las células se
cultivaron hasta la confluencia en cuatro placas de 150 mm y posteriormente se trataron con o sin sulindac sulfuro
100 mM durante 3 h. Después del tratamiento, las células se lavaron dos veces en 50 ml de PBS frio y la purificacion
basada en estreptavidina se llevd a cabo como se describe en el sistema TAP de mamiferos INTERPLAY™
(Stratagene, La Jolla, CA) manual hasta el lavado inicial de perlas de estreptavidina con un tampén de unién a
estreptavidina proporcionado. Luego se afiadié una porcién de 0,1 ml de solucion diluida de acido sulfurico (pH 2)
seguido de 1,0 ml de acetonitrilo. Las muestras se agitaron con formacion de vértice durante 30 segundos en un
agitador vorticial y posteriormente se centrifugaron (1000 g x 5 min). La muestra liquida se transfirié luego a un
segundo tubo y se evapord a sequedad bajo una corriente de nitrégeno. El residuo se disolvié nuevamente en 0,12
ml de fase movil cromatografica y se inyecté una porcion de 0,1 ml en la HPLC. El analisis de HPLC se realizo
usando la columna microsorb-mv 100-3 C18 100 x 4,6 (Varian, Palo Alto, CA). La fase movil consistié en 4 % v/v de
acido acético acuoso y acetonitrilo (30:70) bombeado a un caudal de 1,0 ml/minuto. La deteccion del sulindac sulfuro
se realizd con un detector de fotoarray (Waters modelo 2996, Waters Corporation, Milford, MA), que recolectd
espectros entre 200 y 450 nM. Se us6 una soluciéon convencional de sulindac sulfuro para obtener la curva de
calibracion. El espectro caracteristico del maximo y el tiempo de retencion se usaron para la identificacion, y las
areas de los maximos en los 4 max usados para la cuantificacion se calcularon usando el software MILLENNIUM
CHROMATOGRAPHY MANAGER (Waters Corporation, Milford, MA). Se mostré uno de los tres experimentos
similares.

Ensayo de proteccion proteolitica

RXRa LBD se sintetizd por transcripcion-traduccion in vitro usando lisados de reticulocitos de conejo (Promega,
Fitchburg, WI) como se describié anteriormente (Kolluri, SK y col., Proc Natl Acad Sci EE.UU. 102(7), 2525-2530
(2005); Zhang, XK y col., Nature 355 (6359), 441-446 (1992); Zhang, X.-K. y col., Nature. 358 (6387), 587-591
(1992)). RXRa-LBD marcada con *°[S] metionina traducida in vitro se preincubd con disolvente (1 % de DMSO),
sulindac (100 pM) o 9-cis-AR (107 M) durante 30 minutos y luego se digiri6 con la concentracion indicada de
quimotripsina. Los fragmentos digeridos fueron separados por PAGE.

Ensayos de transfeccion transitoria

Las células (1 x 10° células/pocillo) sembradas en placas de 24 pocillos se transfectaron transitoriamente usando un
procedimiento de precipitacion con fosfato de calcio modificado como se describe (Kolluri, SK'y col., Proc Natl Acad
Sci EE.UU. 102(7), 2525-2530 (2005); Ca0, X., y col., Mol Cell Biol 24(22), 9705-9725 (2004)).

Ensayos de apoptosis

Para el anadlisis de cambio morfoldgico nuclear, las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS, se fijaron con
paraformaldehido al 3,7 % y se tifieron con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (1 mg/ml) para visualizar los nucleos
mediante microscopia fluorescente (Masia, S. y col., Rapid, nongenomic actions of retinoico acid on fosfatidylinositol-
3-kinase signaling pathway mediated by the retinoico acid receptor. Mol Endocrinol 21 (10), 2391-2402 (2007);
Ohashi, E y col., Cancer Res 69 (8), 3443-3450 (2009); Balkwill, F., Nat Rev Cancer 9 (5), 361-371 (2009)). Los
porcentajes de células apoptoticas se determinaron contando al menos 300 células positivas para GFP que tenian
fragmentacion nuclear y/o condensacién de cromatina. Para la determinacion de la fragmentacion del ADN, se usé
ELISA™""S de deteccion de muerte celular (Roche Applied Science, Penzberg, Bavaria, Germany). Se mostré uno de
los tres experimentos similares.

RXRa y RARy ARNip

RXRa ARNip siGENOME SMARpool (M-003443-02), RARy ARNip siGENOME SMARpool (M-003439-01) y ARNip
de control no especifico 1X (D-001206-09-05) se adquirieron en DHARMACON (Lafayette, CO). Una parte alicuota
de 2,5 ul de ARNip 20 mM/por pocillo se transfecté en células cultivadas en placas de 12 pocillos usando reactivo de
oligofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Dos dias después de
la transfeccion, las células se recogieron para transferencia de Western.

Inmunotransferencia

Para la inmunotransferencia, los lisados celulares se hirvieron en tampdén de muestra SDS, se resolvieron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS y se transfirieron a nitrocelulosa. Después de la transferencia, las
membranas se bloquearon en leche al 5 % en TBST (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,05 %)
que contenia el anticuerpo. Las membranas se lavaron tres veces con TBST, luego se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente en leche al 5 % en TBST que contenia anti-inmunoglobulina unida a peréxido de rabano
picante.

Ensayos de co-inmunoprecipitacién (ColP)

Para el ensayo de ColP, las células o las células transfectadas con los vectores de expresion indicados se
suspendieron en un tampodn de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM; NP-40 al 1 %; PMSF 1
mM; 50 m/ml leupeptina; 20 mg/ml aprotinina; NazVO4 0,1 mM; y DTT 1 mM). Los extractos celulares se eliminaron
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mediante incubacién con las perlas de proteina A/G mas agarosa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y
luego se incubaron con el anticuerpo adecuado y 30 ml de perlas de proteina A o G mas agarosa durante una noche
a 4 °C. A continuacion, las perlas se lavaron y se llevaron a ebullicion en solucién de carga de gel de Laemmli antes
de realizar SDS-PAGE/inmunotransferencia usando anticuerpos policlonales o monoclonales. Los productos
inmunorreactivos se detectaron mediante quimioluminiscencia con un sistema de quimioluminiscencia mejorado
(ECL™) (Amersham Biosciences, Amersham, R.U.).

Clon estable de HeLa-RXRa/1-134 y ensayo de agar suave

El fragmento N-terminal RXRa, 1-134, se clond en el vector pNTAP (Stratagene, La Jolla, CA). El pNTAP-RXRa/1-
134 resultante se transfectd en células HelLa. 48 horas después de la transfeccion, las células se seleccionaron con
400 mg/ml de G418 durante 2 semanas. Se recogieron clones individuales y se examinaron mediante
inmunotransferencia. El clon estable HeLa RXR/a1-134 y las células Hela transfectadas con el vector pNTAP de
control se sembraron a 5 x 10° células/pocillo (placa de 6 pocillos) en DMEN suplementado con SFB al 10 % vy
agarosa al 0,35 % con agar en perla al 0,5 %. Después de 12 dias de incubacion a 37 °C, las colonias se tifieron con
cristal violeta al 0,005 % durante 1 h y se contaron.

Ensayo de formacioén de colonias

Se sembraron el clon HeLa RXR/a1-134 estable y las células HeLa de control en una placa de 6 pocillos, 350
células/pocillo. Cinco dias después, las células se trataron con sulindac (50 yM) y K-80003 (25 uM) en medio de
suero al 0,5 % durante 3 dias. Después de lavar con PBS, las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS
durante 20 minutos. Las colonias se tifieron con cristal violeta al 0,1 % durante 30 minutos, y se tomaron fotografias
y se contaron las colonias.

Tejidos humanos y evaluacién

Los tejidos tumorales de mama e higado y sus tejidos circundantes se obtuvieron mediante reseccion quirirgica de
pacientes con cancer. Las muestras histolégicas normales, que estaban a una distancia de aproximadamente al
menos 35 cm del nédulo tumoral, se obtuvieron de los pacientes correspondientes. El estudio fue aprobado por el
comité de ética de investigacion biomédica del instituto universitario de Xiamen, y todos los pacientes dieron su
consentimiento informado.

Se recogieron tejidos de pacientes con carcinoma hepatocelular primario (CHC, n = 6) o cancer de mama (n = 6)
para detectar la expresion de RXRa. Para el ensayo de inmunotransferencia, el tumor y sus tejidos circundantes se
prepararon por separado y se lisaron en un tampén RIPA modificado. Los lisados se sometieron a electroforesis en
un gel de SDS-PAGE al 8 % y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se incubaron
secuencialmente con anticuerpo AN197 anti-RXRa (1:1000) durante una noche a 4 °C y anticuerpo IgG anti-conejo
conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:5000) a temperatura ambiente durante 1 h, y se detectaron mediante
quimioluminiscencia mejorada (ECL™) (Amersham Biosciences, Amersham, R.U.). Las transferencias separadas se
reprobaron con anticuerpo monoclonal anti-GAPDH (1:2000) para el control de carga. Para el analisis de
inmunohistoquimica, las secciones de tejido se incubaron con el anticuerpo AN197 anti-RXRa (1:500) durante una
noche a 4 °C y se detectaron con inmunoglobulinas especificas de anti-conejo de cabra (1:100) a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Los portaobjetos se tifieron con hematoxilina.

Microscopia confocal

Las células transfectadas con RXRa/A80 marcada con Myc y p85a marcada con Flag se sembraron en portaobjetos
de camara durante una noche. Las células se fijaron en PBS que contenia paraformaldehido al 3,7 % durante 10
minutos y se lavaron dos veces con PBS. Las células se permeabilizaron luego con 0,1 % de triton X-100 en PBS
durante 5 minutos. Las células fijas se incubaron previamente durante 30 minutos en PBS que contenia BSA al 5 %
a temperatura ambiente. Las células se tifieron con anticuerpo policlonal anti-Myc (dilucién 1:500) y anticuerpo anti-
Flag (diluciéon 1:500) seguido de IgG anti-conejo conjugado con Cy3 (1:1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o IgG
anti-ratén marcado con FITC (1:500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los datos de microscopia confocal que se
muestran en el manuscrito son representativos de al menos tres experimentos similares.

Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular se realizé como se describe con modificaciones menores (Cao, X., y col., Mol Cell Biol
24(22), 9705-9725 (2004); Ohashi, E y col., Cancer Res 69 (8), 3443-3450 (2009)).

En resumen, las células (1 x 107 células) suspendidas en 0,5 ml de tampdn hipotdnico (sacarosa 250 mM, HEPES-
KOH 20 mM, pH 7,4, KCI 10 mM, MgCl,10 mM, EGTA 0,5 mM, EDTA 1,5mM, pH 8,0, y DTT 1 mM) se
homogenerizaron con inhibidores de proteinasa y los extractos celulares se centrifugaron a 800 x g durante 10
minutos. El sedimento que contenia los nucleos se resuspendié en 200 pl de sacarosa 1,6 M en tampén hipoténico
mas inhibidores de proteasa y se colocé sobre 1 ml de sacarosa 2,0 M en el mismo tampén, luego se centrifugoé a
150.000 x g durante 90 minutos a 4 °C para obtener la fraccion nuclear. El sobrenadante se centrifugé a 10.000 x g
durante 30 minutos a 4 °C para obtener fracciones citoplasmicas. Las fracciones nuclear y citoplasmica se
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resuspendieron en 100 pl de tampédn de lisis (Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1 %, EDTA 5 mM,
pH 8,0) con un coctel de inhibidores de proteinasa para el analisis de inmunotransferencia.

Ensayos de COX

El kit de ensayo de actividad fluorescente COX (700200), el kit de ensayo de deteccién de inhibidores fluorescentes
COX (700100) y el kit de inmunoensayo enzimatico de prostaglandina E2 (EIA) (514010) se obtuvieron en Cayman
Chemical (Ann Arbor, Ml). Los ensayos de actividad COX-1 y COX-2 se realizaron de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Sintesis quimica

Los espectros de 'H RMN y 3C RMN se registraron en un espectréometro Bruker AV 400 (Bremen, Alemania). Los
espectros de'H RMN se registraron en el disolvente indicado y los desplazamientos quimicos se expresan en partes
por million (&) en relacion con el Me,sSi interno. Los espectros de IR se registraron en un espectrofotdmetro Nicolet
Avatar 360 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Los espectros de masas se registraron con un Bruker
Dalton Esquire 3000 plus (inyeccion directa ESI) (Bremen, Alemania). Los analisis elementales se realizaron usando
un analizador Vario RL. Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato de punto de microfusion X-4 y no estan
corregidos. El 6-fluoro-1-indanona 4b usado en este estudio esta disponible en el mercado. El tetrahidrofurano se
destilé antes del uso de cetil benzofenona de sodio. El diclorometano se destilé a partir de pentdxido de fésforo. El
metanol se destilé a partir de limaduras de magnesio y yodo. Se usé gel de silice (zhifu, malla 300-400) de Yantai
Silica Gel Factory (China) para la cromatografia en columna, eluyendo (a menos que se indique lo contrario) con
acetato de etilo/éter de petroleo (EP) (60-90 °C) mezcla o diclorometano/metanol.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> INSTITUTO DE INVESTIGACION MEDICA SANFORD-BURNHAM UNIVERSIDAD DE XIAMEN

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES RELACIONADAS CON UNA VIA SELECTIVA DEL
RECEPTOR DE RETINOIDES

<130> 24966EP

<140> 11 778 467,8
<141> 06/05/2011

<150> US 61/332.124
<151> 06/05/2010

<160> 7
<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210> 1

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 1
ccggaattce atgagtgetg aggggtace 29

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 2
acgcgtcgac tcatcgectc tgetgtgeat 30

<210> 3

<211> 56

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 3
ggaacgagct getgategec tectectece acgagteeat agetgtgaaa gatggg 56

<210> 4
<211> 56
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<212> ADN
<213> Homo sapien

<400> 4
cccatctttc acagctatgg actcgtggga ggaggaggceg atcagcagcet cgttec

<210>5

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 5
ccggaattcg gaccacacce accetggge 29

<210> 6

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400> 6
ccgetegagce taagteattt ggtgeggeg 29

<210>7

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapien

<400>7
ccggaatteg ggtcageage agegaggac 29
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (Il) que tiene la estructura:

R1
F
(D=
I

— H
\ | /
R3 (1)
en la que:
5 R+ se selecciona de entre el grupo que consiste en CH,COOH y CH,CH>COOH,;
Rz es CHs; y

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en 4-CH;CH3 y 4-CH(CHj3)s.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto se selecciona de entre el grupo que consiste en:

COOCOH

H3C y CH3

10 3. El compuesto de la reivindicaciéon 1 que tiene la estructura:

HaC
CH;

4. El compuesto una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en un procedimiento de prevencién o
tratamiento del cancer en un mamifero, en el que el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en cancer

de pulmon, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de higado, cancer colorrectal y cancer de colon.

15 5. El compuesto una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso en la prevencion y tratamiento de
canceres en un sujeto con un riesgo elevado de cancer en relacion con la poblacion general, en el que la unién del
compuesto a RXRalfa en una célula cancerosa en el sujeto da como resultado la supresion de la actividad de AKT

independiente de la via de la ciclooxigenasa (COX).

6. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y un

20 portador farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17

A HepG2 HCT116

() |
Caspasa 8 Caspasa 8
escindida DAPI  Superposicion escindida DAPI Superposicién

Control

TNFa

Sulindac

Sulindac
+TNFo

B CA-AKT DAPI Superposicion

Sulindac + TNFa

54



ES 2702532 T3

Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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