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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden inhibidores de la fosfodiesterasa para su uso en el tratamiento de un tumor soélido
en un paciente humano

Campo de la invencion

El campo de la invencion se refiere a la biologia del cancer. La presente invencion se refiere ademas a
composiciones y combinaciones politerapéuticas para su uso en el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

Aproximadamente el 1% de todos los canceres humanos son sarcomas de tejidos blandos, que consisten en mas de
50 tipos de tumores diferentes. Los sarcomas de tejidos blandos a menudo son malignos, hasta el 50% de ellos
tienen recaidas o hacen metastasis después de la manifestacion (Wibmer, C. 2010). El liposarcoma es el segundo
tipo frecuente de sarcoma de tejidos blandos y, segun el subtipo de liposarcoma, como los liposarcomas
desdiferenciados, puede presentar un curso de enfermedad muy agresivo (Dalal, K.M. 2006). Actualmente, la
extirpacion quirdrgica del tumor y la radioterapia se usan para tratar la enfermedad local. La quimioterapia se incluye
en los tratamientos para la enfermedad metastasica, pero rara vez se consiguen respuestas (D'Angelo, S.P. 2014).

El tumor del estroma gastrointestinal (GIST) es el tumor mesenquimatoso mas frecuente del tubo digestivo (Gl) y se
ha propuesto que se origina a partir de las células progenitoras de las células intersticiales de Cajal (Sircar, K.
1999). La fuerte expresion de la tirosina cinasa del receptor KIT (RTK) es tipica de los GIST y aproximadamente el
80% de estos tumores tienen una mutacion de ganancia de funcidon en el protooncogén KIT (Hirota, S.
1998). Muchos GIST que carecen de la mutacion KIT tienen mutaciones activadoras en el receptor a del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRA) (Heinrich, M.C. 2003). PDGFRA esta estructuralmente relacionado
con KIT y ambos receptores pertenecen a la misma familia RTK (Yarden, Y. 1987). Se sabe que el mesilato de
imatinib, un inhibidor de la cinasa, inhibe significativamente los GIST, supuestamente mediante la inhibicion del KIT y
PDGFRA (Heinrich, M.C. 2003). Otros inhibidores eficaces de la cinasa, utilizados para el tratamiento de GIST, son
inhibidores de multicinasa sunitinib y regorafenib que se utilizan para el tratamiento de pacientes en los que imatinib
no tiene efecto o que han dejado de responder a imatinib (Demetri, G.D. 2006; Demetri, G.D. 2013). Algunos de los
GIST no responden a los inhibidores de la cinasa o desarrollan resistencia con el tiempo, por lo que es necesario
encontrar nuevos objetivos farmacoldgicos para los pacientes con GIST (Heinrich, M.C. 2006; Maleddu, A. 2009).

Los marcadores inmunohistoquimicos son cruciales para el diagndstico de GIST. El anticuerpo CD117 que esta
dirigido contra un antigeno en el receptor KIT es el marcador de diagnostico mas tradicional para los GIST
(Kindblom, L.G. 1998). El alto nivel de expresion de KIT es tipico para los GIST que frecuentemente albergan una
mutacion del gen KIT en el exén 9, 11, 13 o 17 (Heinrich, M.C. 2002). Uno de los marcadores mas sensibles de
GIST es anoctamina 1 (ANO1; también conocido como DOG1) y se considera que es un marcador aun mas
especifico de GIST que KIT (West, R.B., 2004; Espinosa |. 2008; Liegl, B. 2009). La proteina cinasa C theta (PKCB8)
se presenta en la mayoria de los GIST y se sugiere como un marcador util de GIST (Duensing, A. 2004). Sin
embargo, la especificidad de PKCB para GIST es relativamente baja (Novelli, M. 2010). Otro marcador utilizado para
evaluar los GIST es el antigeno de células madre hematopoyéticas CD34, mientras que los antigenos del musculo
liso, como la actina del musculo liso, la desmina, la miosina embrionaria y el caldesmon pesado no se expresan a
menudo en los GIST (Miettinen, M. 1995; Miettinen, M. 2006).

Las fosfodiesterasas (PDE) catalizan selectivamente la hidrdlisis del enlace 3'-fosfoéster de los monofosfatos ciclicos
cAMP y cGMP de 3'5'-purina ribosa. Las PDE regulan las concentraciones celulares, la localizacion y la
sefializacion de cAMP y/o cGMP controlando su degradacion (Beavo J.A. 1995). Hay en total 11 familias diferentes
de PDE y muchas de estas familias tienen multiples variantes de transcripcion (Conti, M. 2007). La familia PDE3
incluye dos proteinas, PDE3A y PDE3B, que muestran similitud estructural (Degerman, E. 1997). PDE3A es
abundante en miocitos cardiacos, células vasculares del musculo liso y plaquetas (Shakur, Y. 2001). Se ha
informado que los inhibidores de PDE3 mejoran la contractilidad miocardica e inducen la relajacion del musculo liso
vascular y de las vias respiratorias (Halpin, D.M. 2008). Se han utilizado diferentes inhibidores de PDE3 para tratar
la insuficiencia cardiaca y la claudicacion intermitente (Dawson, D.L. 1998; Liu, Y. 2001). PDE3B se expresa en
células beta pancreaticas, hepatocitos y adipocitos, en los que regula procesos metabodlicos como la secrecion de
insulina de las células beta, la glucogendlisis de las células hepaticas y la lipdlisis en los adipocitos (Resjo, S.
1999). En ratones diabéticos obesos, se ha demostrado que el inhibidor de PDE3 cilotazol mejora la intolerancia a la
glucosa vy la resistencia a la insulina al suprimir la inflamacion inducida por TNFa segregada por macréfagos en el
tejido adiposo (Wada, T. 2013).

PDE3A es fosforilada y activada por AKT en la maduracion de ovocitos de mamiferos. (Han, S.J. 2006). De manera
similar, se demuestra que PDE3B es fosforilada y activada por AKT después de la estimulacién con insulina en
adipocitos (Degerman, E. 1998). La via de fosfatidil-inositol-3-cinasa (P13-K)/AKT también es activada por receptores
KIT y PDGFRA mutados en los GIST (Duensing, A. 2004). En las plaquetas, PKC participa en la regulacion de la
actividad de PDE3A (Hunter, R.W. 2009). Se ha demostrado que PDE3A se expresa en el musculo liso gastrico,
donde la proteina cinasa A fosforila PDE3A (Murthy, K.S. 2002). Ademas, PDE3A mostré una fuerte expresion en el
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antro pilérico de un modelo murino de GIST (raton KITX®4'E), y se asocio con el perfil de expresion génica de las
células intersticiales de Cajal (Gromova, P. 2009).

El clorhidrato de anagrelida es una molécula que se dirige a las enzimas PDE3 y puede reducir la cantidad de
plaquetas. Se ha utilizado en pacientes con trastornos mieloproliferativos y especialmente para el tratamiento de la
trombocitosis esencial (Fruchtman, S.M. 2005; Harrison, C.N. 2005). El clorhidrato de anagrelida inhibe la actividad
de la AMP fosfodiesterasa ciclica en las plaguetas, lo que eleva aun mas las concentraciones de AMPc en estas
células (Gillespie, E. 1988; Seiler, S. 1987).

En la presente descripcion, demostraremos que PDE3A y PDE3B son marcadores especificos para GIST. Las
proteinas PDE3 también se expresan a menudo en liposarcomas y con menos frecuencia en otros tipos de
cancer. La inhibicion de la actividad de PDE3 con clorhidrato de anagrelida detiene la proliferacion celular en las
estirpes celulares GIST y disminuye significativamente la proliferacion celular en la estirpe celular de
liposarcomas. Cuando se us6 clorhidrato de anagrelida, un inhibidor especifico de PDE3, en combinacion con el
mesilato de imatinib en las estirpes celulares GIST, se pudo observar un efecto sinérgico. Las células GIST fueron
mas apoptoticas y la proliferacion celular disminuyé mas que el uso de cualquiera de los farmacos solos. Nuestros
resultados en la presente memoria demuestran que PDE3A y PDE3B pueden considerarse nuevos
inmunomarcadores y objetivos farmacoldgicos, y el inhibidor de PDE3 clorhidrato de anagrelida tiene un gran
potencial terapéutico para el tratamiento de PDE3 que expresa tumores solidos.

Compendio de la invencion
La presente invencioén se define en las reivindicaciones adjuntas.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 describe los efectos de los inhibidores de PDE3, clorhidrato de anagrelida, amrinona, milrinona y cilotazol
sobre GIST vy la proliferacion celular de liposarcoma en comparacion con el tratamiento con DMSO (A) GIST882 (B)
GIST48 (C) LPS141. DMSO se usé como referencia negativa para respuestas a farmacos. El nilotinib se utilizé como
referencia positiva para las respuestas a farmacos en las estirpes celulares GIST.

La figura 2 describe los efectos del clorhidrato de anagrelida, imatinib y la combinacion de clorhidrato de anagrelida
e imatinib sobre la proliferacion de células GIST. (A) GIST882 (B) GIST48. Se us6 DMSO como referencia negativa
para las respuestas a los medicamentos.

Descripcion detallada de la presente invencion

El nombre quimico de la Anagrelida es 6,7-dicloro-1,5-dihidroimidazo[2,1-b]quinazolin-2(3H)-ona. Sin embargo, el
término "anagrelida" se usa en el presente documento de modo que abarca las sales de adicion de acido de
anagrelida inocuas farmacéuticamente aceptables. Por lo tanto, el término anagrelida abarca todas estas sales, asi
como el compuesto original. Las sales adecuadas de anagrelida incluyen las sales de clorhidrato, bromhidrato,
yodhidrato, alquilsulfatos (inferiores), alquilo (inferiores) y arilsulfonatos, fosfato, sulfato, maleato, fumarato,
succinato, tartrato y citrato. El clorhidrato de anagrelida es una sal de adicion de acido particularmente preferida en
esta invencion. La preparacion de anagrelida se describe, p. €j., en la patente de EE.UU. n° 5.391.737.

La mayoria de los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) se caracterizan por la activacion de mutaciones en los
genes del receptor de tirosina cinasa KIT o PDGFRA. Los inhibidores de los receptores KIT y PDGFRA son eficaces
en la clinica, pero algunos tumores no responden o desarrollan resistencia a las terapias durante el tratamiento. En
la presente descripcion, los autores investigaron el papel de la fosfodiesterasa 3A y la fosfodiesterasa 3B (PDE3A,
ID gen: 5139; PDE3B, ID gen: 5140) en GIST y otras enzimas PDE3 que expresan tumores como un posible nuevo
objetivo terapéutico.

Segun la base de datos GeneSapiens, el gen PDE3A presentaba una expresion anormalmente alta en los GIST,
leiomiosarcomas y liposarcomas, y raramente en otros tipos de tumores en comparacion con otros tipos de
cancer. La expresion de PDE3B fue anormalmente alta en liposarcomas y GIST y rara vez en otros tipos de
tumores. La expresion de PDE3A y PDE3B en cancer se siguid investigando en 805 muestras de tejido tumoral
humano que consisten en 36 tipos diferentes de cancer usando inmunohistoquimica. La especificidad de la
inmunohistoquimica se confirmé midiendo los niveles de expresion de PDE3A y PDE3B en tejidos tumorales usando
PCR cuantitativa. Se investigd la importancia de las enzimas PDE3 para la proliferacion y supervivencia de las
células tumorales en la estirpe celular de liposarcomas humanos LPS141, y en las estirpes celulares GIST48 y
GIST882 humanas al inhibir la actividad de las enzimas PDES3 con varios inhibidores. La mayoria de los GIST (93%)
expresaron PDE3A (Tabla 1), mientras que su expresion fue rara en otros tipos de tumores. Ademas la expresion de
PDE3B se encontré mas frecuentemente en los GIST (66%). Como se muestra en los ejemplos, el clorhidrato de
anagrelida inhibié eficazmente la proliferacion celular de GIST y liposarcoma (Figura 1). También aumenté la
apoptosis de las células de GIST. Ademas, el clorhidrato de anagrelida muestra un efecto antitumoral sinérgico en
las estirpes celulares GIST cuando se administra con mesilato de imatinib, que es un inhibidor de KIT y PDGFRA.
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El clorhidrato de anagrelida es capaz por lo tanto de provocar la muerte celular y detener la proliferacion celular en
proteinas PDE3 humanas que expresan estirpes celulares. Ademas, en combinacion con el mesilato de imatinib, un
farmaco utilizado clinicamente en el tratamiento del GIST, la anagrelida induce una muerte celular de mayor nivel en
estirpes celulares de GIST que cualquier farmaco solo. Por lo tanto, la anagrelida y sus sales son farmacos
novedosos para tratar pacientes con GIST. Anagrelida podria ser eficaz también en aquellos pacientes cuyo tumor
expresa PDE3A y/o PDE3B pero no responde o ha desarrollado resistencia a los inhibidores de la tirosina
cinasa. Esta es la primera vez que se demuestra que la anagrelida es eficaz contra un tumor sélido humano.

Por consiguiente, la presente invencion se dirige a una composicion que comprende anagrelida para su uso en el
tratamiento de un tumor solido que expresa PDE3A y/o PDE3B en un paciente humano. Preferiblemente, dicho
tumor sdlido es un tumor del estroma gastrointestinal (GIST), liposarcoma u otro tumor que expresa PDE3A y/o
PDE3B. Por lo tanto, se da cuenta en esta invencion que la anagrelida se puede usar para tratar tumores sélidos
detectados que comprenden células que presentan una alta expresion de ARNm o proteina de la enzima
fosfodiesterasa 3A (PDE3A) o fosfodiesterasa 3B (PDE3B) cuando el nivel de expresion se compara con el tejido de
referencia sano. El término "tumor sdlido" se refiere en la presente memoria a una masa anormal de tejido como
resultado de un crecimiento anormal o divisién de células, es decir, una neoplasia.

La composicion mas preferida comprende clorhidrato de anagrelida. En otras alternativas preferidas, se pueden usar
otras sales de anagrelida al formular la composicion.

La presente invencion también se refiere a composiciones para politerapias. Una composicién politerapéutica de la
presente invencion comprende anagrelida e imatinib o mesilato de imatinib. En una realizacion politerapéutica de la
presente invencion, la composicion que comprende anagrelida también se puede administrar a un paciente con
cancer, simultanea o sucesivamente, en combinacién con una composicién que comprende imatinib o mesilato de
imatinib. También se prefieren otros KIT y PDGFR dirigidos a los inhibidores de tirosina cinasa ademas de imatinib y
mesilato de imatinib, como nilotinib, sunitinib, masitinib, dovitinib, ponatinib, pazopanib, sorafenib, dasatinib,
crenolanib y regorafenib para su empleo en las composiciones politerapéuticas de la presente descripcion.

La composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa, como anagrelida, puede contener un tampoén,
vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable, y puede administrarse por via oral o parenteral. Por lo tanto, la
presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden anagrelida, con tampon, vehiculo o
adyuvante farmacéuticamente aceptable. En una alternativa politerapéutica, dicha composicion farmacéutica
comprende ademas un inhibidor de tirosina cinasa, tal como imatinib o mesilato de imatinib. La expresion
"farmacéuticamente aceptable" se refiere aqui a composiciones que son fisiolégicamente tolerables y que
generalmente no producen una reaccion alérgica o similar, cuando se administran a un paciente. Dicha composicion
farmacéutica también puede formularse para liberacidon prolongada, liberacion retardada o liberacion programada, o
dicha composicion farmacéutica es una mezcla de formulaciones de liberacion prolongada y liberacion inmediata.

La composicion o la composicion farmacéutica puede administrarse por via oral en forma de un producto sélido tal
como un comprimido, granulos, polvo o capsula. Para la preparacion de dicho producto solido, el inhibidor de la
fosfodiesterasa, como la anagrelida, se puede combinar con un aditivo apropiado, como un excipiente (p. €j.,
lactosa, manitol, almidon de maiz o celulosa cristalina), un aglutinante (p. €j., un derivado de celulosa, goma arabiga
o gelatina), un disgregador (p. ej., carboximetilcelulosa calcica) o un lubricante (p. €j., talco o estearato de
magnesio).

Dicho producto sélido puede prepararse en un producto de liberaciéon controlada mediante el uso de un material
base de recubrimiento tal como ftalato de hidroximetilcelulosa, succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa, ftalato
acetato de celulosa o copolimero de metacrilato. La composicion como se define en las reivindicaciones también
puede prepararse en un producto liquido tal como una solucién, una suspension o una emulsion.

La composicion que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa, tal como anagrelida, puede administrarse por via
parenteral en forma inyectable. Para la preparacion de una inyeccion, la composicion se puede combinar, por
ejemplo, con agua, etanol, glicerina o un tensioactivo empleado convencionalmente. La composicion también se
puede preparar en un supositorio mediante el uso de un material de base apropiado.

La composicién que comprende un inhibidor de la fosfodiesterasa, como la anagrelida, se puede administrar en
combinacién con un agente antitumoral empleado en la politerapia politerapéutica o con radioterapia, en la que dicha
composicion y el agente antitumoral pueden administrarse simultdneamente o por separado a la misma frecuencia
de dosificacion o diferentes frecuencias a través del mismo método de administracion o diferentes métodos de
administracion. Por lo tanto, el inhibidor de la fosfodiesterasa puede emplearse en combinacién con una politerapia o
con radioterapia para el tratamiento de pacientes con cancer. El agente antitumoral preferido en la combinacion
politerapéutica es un inhibidor de la tirosina cinasa, como el imatinib o el mesilato de imatinib. La preparacion de 4-
(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-N-[4-metil-3-(4-(piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino)fenil]-benzamida, también conocido como
imatinib, y su uso, especialmente como agente antitumoral, se describe en el documento EP 0 564 409. 4-(4-
metilpiperazin-1-ilmetil)-N-[4-metil-3-(4-(piridin-3-il)pirimidin--2-ilamino)fenil]-benzamida, también conocido como
mesilato de imatinib o STI571 y su uso farmacéutico se describen en la patente de EE.UU. n°® 6.894.051.
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La monodosis preferida para seres humanos de anagrelida es 0,025-2,5 mg, preferiblemente 0,1-1,0 mg, aun mas
preferiblemente 0,5 mg. Se prefieren dosis diarias de aproximadamente 100-1.000 mg, preferiblemente 300-800 mg,
de imatinib o mesilato de imatinib. Sin embargo, el intervalo 6ptimo y la cantidad de dosis pueden determinarse
empiricamente y esta dentro de los conocimientos de la técnica.

La presente invencién también proporciona una composicién que comprende un inhibidor de fosfodiesterasa para su
uso en el tratamiento de tumores que expresan fosfodiesterasa 3A y/o fosfodiesterasa 3B en un paciente humano (la
composicion de esta alternativa también puede ser una composicion farmacéutica que comprende ingredientes
adicionales como se definié anteriormente). Preferiblemente, dicho inhibidor de fosfodiesterasa es un inhibidor de las
enzimas fosfodiesterasa 3. Dicho inhibidor de fosfodiesterasa se puede seleccionar del grupo que consiste en
inhibidores tales como anagrelida, milrinona, amrinona y cilostazol. Lo mas preferiblemente, dicho inhibidor de
fosfodiesterasa es clorhidrato de anagrelida. Esta alternativa de la presente invencion también se refiere a
composiciones para politerapias. Una composicion politerapéutica de la presente invenciéon comprende un inhibidor
de fosfodiesterasa y un inhibidor de tirosina cinasa seleccionado del grupo que consiste en inhibidores tales como
imatinib, mesilato de imatinib, nilotinib, sunitinib, masitinib, dovitinib, ponatinib, pazopanib, sorafenib, dasatinib,
crenolanib, vatalanib y regorafenib. En una alternativa politerapéutica, la composicién que comprende un inhibidor de
fosfodiesterasa también se puede administrar a un paciente con cancer, simultinea o sucesivamente, en
combinacién con una composicion que comprende un inhibidor de tirosina cinasa, preferiblemente imatinib o
mesilato de imatinib.

La presente descripcion esta describiendo una indicacion médica adicional para anagrelida y otros inhibidores de
fosfodiesterasa 3. Por lo tanto, la presente invencion también describe el uso de anagrelida o una sal del mismo para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un tumor sélido en un paciente humano. La presente
descripcion se refiere ademas a un uso de un inhibidor de fosfodiesterasa para el tratamiento del tumor del estroma
gastrointestinal, GIST, liposarcomas y otras proteinas PDE3 que expresan tumores.

La frase “cantidad farmacéuticamente eficaz” empleada en la presente memoria significa una cantidad suficiente
para suprimir en un grado beneficioso, preferiblemente para reducir en al menos aproximadamente el 5 por ciento,
mas preferiblemente en al menos el 30 por ciento, lo mas preferiblemente en al menos el 50 por ciento el desarrollo
de tumores en seres humanos, en especial tumores que expresan enzimas PDE3 tales como GIST y liposarcoma.

En una alternativa adicional, la presente descripcion proporciona un método para la deteccién de un tumor maligno
relacionado con enzimas PDE3 que expresan tumores, en una muestra de prueba, el método comprende las etapas
siguientes: (a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo que se une especificamente a la enzima PDE3A o
PDE3B, en donde dicha muestra se toma de un tejido sospechoso de contener tumor del estroma gastrointestinal,
GIST, liposarcoma u otro tumor que expresa PDE3A y/o PDE3B; (b) incubar la muestra y el anticuerpo durante un
tiempo y en condiciones que sean suficientes para la formacion de inmunocomplejos; (c) detectar la presencia o
ausencia de formacién de inmunocomplejo entre el antigeno y el anticuerpo, y (d) determinar la presencia o
ausencia de tumor maligno, en donde la presencia de formacién de inmunocomplejo es indicativa de tumor maligno.

La deteccién de antigenos proteicos, tales como enzimas, esta dentro de los conocimientos de la técnica, véanse los
ejemplos a continuacion y, p. €j., la patente de EE.UU. n° 8.449.885.

En ofra alternativa adicional, la presente descripcion proporciona un método para detectar y analizar si un paciente
que padece un tumor que expresa PDE3A y/o PDE3B responde o no al tratamiento con un inhibidor de la enzima
fosfodiesterasa 3, comprendiendo el método las etapas siguientes:

- determinar en una muestra tumoral obtenida de dicho paciente el nivel de expresion de las enzimas PDE3A y/o
PDE3B, y

- seleccionar dicho paciente para el tratamiento con dicho inhibidor de las enzimas fosfodiesterasa 3,

si la muestra tumoral de dicho paciente presenta una alta expresién de enzimas fosfodiesterasa 3A y/o
fosfodiesterasa 3B en comparacion con una muestra de tejido de referencia que consiste en tejido histolégicamente
normal.

El nivel de expresion de las enzimas PDE3A y/o PDE3B se puede determinar como en los ejemplos a continuacion
0, p. €j., como en la patente de EE.UU. n.° 8.546.552.

También es evidente que un método que comprende las etapas para determinar el nivel de expresién de los ARNm
de PDE3A y/o PDE3B, p. €j., por métodos de PCR, en una muestra de tejido extraida de un paciente que se
sospecha que padece un tumor sdlido, como GIST o liposarcomas u otro tumor que expresa PDE3A y/o PDE3B, y
comparando el nivel detectado con el nivel de expresion en una muestra sana correspondiente, puede usarse para
detectar células malignas en la muestra, en donde la presencia de un alto nivel de expresion de PDE3A y/o PDE3B
es indicativo de tumor maligno de la muestra.

La presente invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no pretenden limitar el alcance de
la invencion.
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Ejemplos
Materiales y métodos
Material de tejido

Se recogieron e identificaron muestras de tejido tumoral fijadas con formalina y empapadas con parafina. La
aprobacién para usar y analizar las muestras de tejido fue proporcionada por la Autoridad Nacional para Asuntos
Médico-Juridicos de Finlandia y la Junta de Revision Institucional. En total, se analizaron en el estudio 36 tipos de
cancer histologico y mas de 700 tumores, incluidos mas de 200 GIST.

Base de datos GeneSapiens

La base de datos GeneSapiens (http://ist.genesapiens.org/) incluye datos de expresion génica de 9.783 muestras de
tejido que consisten en muestras de tejido humano histolégicamente normales y muestras de tejido canceroso
(Kilpinen, S. 2008).

Inmunohistoquimica y chips de tejidos

Se analizaron muestras de tejido embebido en parafina fijadas con formalina para determinar la expresion de PDE3A
y PDE3B. Se cortaron secciones de cinco micrometros en cortes SuperFrost™+ (Menzel-Glaser). Las secciones se
desparafinaron en xileno y se hidrataron en una serie graduada de alcohol. Se usé perdxido de hidrégeno al 1% para
bloquear la actividad de peroxidasa enddgena. La recuperacion de antigenos para inmunohistoquimica se realizé en
citrato de sodio (0,01 mol/l, pH 6,0) en un autoclave (a 120°C durante 2 minutos). El anticuerpo primario utilizado
para la inmunotinciéon de PDE3A fue un anticuerpo policlonal anti-PDE3A de conejo (dilucion 1:100; SIGMA, St.
Louis, MO, EE.UU.) y el anticuerpo primario utilizado para la inmunotincion de PDE3B fue un anticuerpo policlonal
anti-PDE3B de conejo (dilucion 1:20; SIGMA, St. Louis, MO, EE.UU.). El anticuerpo primario se diluyé en una
solucion de bloqueo de preanticuerpos PowerVision y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente. La unién de
anticuerpos primarios se detecté usando un equipo de histotincion BrightVision+ (Immunologic BV, Duiven, Holanda)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresién de la proteina estudiada en las células tumorales se calificd
de la manera siguiente: negativa (menos del 10% de las células tumorales tefiidas) o positiva [intensidad de tincion
débil (+), moderada (++) o fuerte (+++)].

Cuantificacion de la expresion génica de PDE3A'y PDE3B

Se extrajo el ARNm de los bloques de tejido empapados en parafina fijados con formalina con el uso del kit High
Pure RNA Paraffin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) o de las estirpes celulares GIST con el uso del
kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH). EI ARNm se transcribié inversamente a ADNc con el kit
cDNA Synthesis Superscript® VILO™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.

Los niveles de expresion de PDE3A y PDE3B se cuantificaron a partir de siete muestras de tejido GIST, 32 de
leiomiosarcoma y muestras de estirpes celulares GIST realizando PCR en tiempo real con sondas de hidrdlisis (es
decir, sondas de hibridacién marcadas con un tinte indicador y un tinte de apagado) en un instrumento LightCycler
480 (Roche Diagnostics GmbH). EI ADNc (50 ng) se amplificé en una mezcla de 20 ul por PCR usando reactivos
LightCycler 480 Probes Master (Roche Diagnostics GmbH) y las sondas de hidrdlisis de acido nucleico bloqueado
(LNA) marcadas con fluoresceina (Sonda 79 para PDE3A y Sonda 10 para PDE3B) o las sondas de hidrdlisis de
LNA marcadas con LightCycler® Yellow 555 (sonda TBP para PDE3A y sonda G6PD para PDE3B) de un Universal
Set (Roche Diagnostics GmbH). La mezcla de PCR contenia 1x tampén de PCR, 100 nmol/l de sonda y 200 nmol/l
de cada cebador especifico para la region codificadora PDE3A (directo: 5-AAAGACAAGCTTGCTATTCCAAA-3’,
SEQ. ID. n° 1; inverso: 5-GTGGAAGAAACTCGTCTCAACA-3', SEQ ID n°: 2) o para la region codificadora PDE3B
(directo: 5-AACAATGGTATAAGCCTCATTATCAA-3', SEQ ID n° 5; inverso: 5-CGAGCCTCATTTAGCACTGA-3',
SEQ ID n°: 6) o para TBP como ADN de referencia (directo: 5'-TGAATCTTGGTTGTAAACTTGACC-3', SEQ ID n° 3;
inverso: 5-CTCATGATTACCGCAGCAAA-3', SEQ ID n% 4) o G6PD como ADN de referencia (directo: 5'-
GAGCCAGATGCACTTCGTG-3', SEQ ID n°% 7; inverso: 5-GGGCTTCTCCAGCTCAATC-3', SEQ ID n° 8). Los
cebadores y las sondas se disefiaron utilizando el programa ProbeFinder en el Assay Design Center of Universal
ProbelLibrary (Roche Diagnostics GmbH).

Los parametros del ciclo fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos, seguida de 60 ciclos con
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, hibridacion a 60°C durante 45 segundos y alargamiento a 72°C
durante 45 segundos.

Estirpes celulares

GIST882 es una estirpe celular GIST humana primaria con una mutacion sin sentido homocigética en KIT exon 13,
que codifica una oncoproteina KIT mutante K642E (Tuveson, D.A. 2001). GIST48 es una estirpe celular GIST
producida a partir de un GIST que evolucioné después de la respuesta clinica inicial durante el tratamiento con
imatinib. GIST48 tiene una mutacion primaria sin sentido del exén 11 y una mutacién secundaria sin sentido del exon
17 (Bauer, S. 2006). LPS141 es una estirpe celular de liposarcoma que se crea a partir del liposarcoma
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desdiferenciado procedente del paciente (Snyder, E.L. 2009). Las estirpes celulares se cultivaron en un medio RPMI
1640 (GIBCO, California, EE.UU.) enriquecido con 20% de suero bovino fetal (FBS) y 2% de
penicilina/estreptomicina.

PDES e inhibidores de cinasas, un ensayo TUNEL

Se usaron cuatro inhibidores de PDES3 diferentes para bloquear la actividad de las enzimas PDE3 y dos inhibidores
de cinasas para bloquear la actividad de KIT y PDGFRA. Cilostazol, milrinona y amrinona se adquirieron en Sigma
(St Louis, MO, EE.UU.) y el clorhidrato de anagrelida se adquiri6 en Tocris Bioscience (Bristol, Reino
Unido). Imatinib y nilotinib (inhibidores especificos de KIT, Novartis) se adquirieron en Cayman Chemical Company
(Ann Arbor, MI, EE.UU.). Imatinib se disolvid en agua. Todos los otros inhibidores se disolvieron en DMSO. En un
analisis preliminar, se usaron multiples concentraciones de farmaco (de 0 a 100 ymol/l) para identificar dosis
eficaces de inhibidor de PDE3 en las estirpes celulares GIST. Los efectos sobre la proliferaciéon se analizaron
utilizando el sistema xCELLigence y el instrumento RTCA DP (Acea Biosciences, San Diego, CA, EE.UU.). Las
concentraciones finales de inhibidor utilizadas en los analisis posteriores fueron 0,5 ymol/l para imatinib y nilotinib, y
10 ymol/l para inhibidores de PDES3. La evolucién celular a la apoptosis después del tratamiento con clorhidrato de
anagrelida se analizé en ocho pocillos duplicados con un ensayo de Click-iT TUNEL Alexa Fluor 488 Imaging Assay
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. La evolucion a la apoptosis se midio
después de 48 horas y después de 96 horas de tratamientos farmacolégicos.

Proliferacion celular

Se examind la proliferacion celular mediante el ensayo MTT (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE.UU.) y el
xCELLigence System utilizando el instrumento RTCA DP (Acea Biosciences). Para el ensayo MTT, las células
GIST882 se sembraron a una densidad de 1,5 x 10* células/pocillo, las células GIST48 se sembraron a una
densidad de 2,0 x10* células/pocillo y las células LPS141 se sembraron a una densidad de
5,0 x 103 células/pocillo. Al final de la incubacion, se analizd la proliferacion celular de ocho pozos duplicados
agregando 10 pl del reactivo MTT en cada pocillo e incubando a 37°C durante cuatro horas. Las placas se leyeron
con un fotémetro de microplacas Multiscan EX (Thermo Scientific, Rockford, IL, EE.UU.) a una longitud de onda de
540 nm. Para el ensayo de proliferacion xCELLigence, las células GIST48 y GIST882 se sembraron en placas a una
densidad de 2,5 x 10* células/pocillo. Antes de colocar en placas las células GIST882, los pocillos se recubrieron con
una capa fina de Collagen | Rat Tail (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante
utilizando una concentracion final de colageno de 7,5 pg/ml.

Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos se analizaron utilizando el analisis de variancia de Kruskal-Wallis o la prueba U de
Mann-Whitney. Los valores P son a dos caras.

Resultados
Base de datos GeneSapiens

Se identificaron los ARNm de las enzimas fosfodiesterasa 3A y fosfodiesterasa 3B al expresarse fuertemente en
GIST y liposarcoma en comparacion con otros tipos de tumores usando la base de datos GeneSapiens
(http://ist.genesapiens.org/).

Expresion de PDE3A y PDE3B en tejidos cancerosos

La expresion de PDE3 en tejido canceroso se investigd en 805 muestras de pacientes utilizando chips de tejido
tumoral. La expresion de PDE3A se detectd en el 93% de los GIST y en el 33% de los liposarcomas, y raramente en
otros tipos de tumores (Tabla 1). La intensidad de la inmunotincion PDE3A fue moderada o fuerte en la mayoria de
los GIST. En total, menos del 11% de los tumores distintos de GIST presentaban expresion de PDE3A. La expresion
de PDE3B se detectd en el 66% de los GIST y en el 19% de los liposarcomas. El 4% de otros tumores ademas de
GIST presentaban expresion de PDE3B. Los tumores investigados ademas del GIST incluyeron carcinomas de
mama, prostata, ovario, colon, Utero, pancreas, higado, vejiga, rifion, pulmoén y los conductos biliares; y gliomas,
tumores de células germinales, sarcomas, melanomas, schwannomas, menigeomas, linfoepiteliomas,
neuroblastomas y oncocitomas.

La especificidad de las inmunotinciones de PDE3 se verificd midiendo la expresion de ARNm de PDE3A y PDE3B
con gPCR. EI ARNm de PDE3A y PDE3B se expresé abundantemente en los siete GIST (100%) pero solo en una
minoria de muestras de tejido de leiomiosarcoma, verificando los resultados de la tinciéon inmunohistoquimica. Las
expresiones de proteinas y ARNm mostraron una correlacion estadisticamente significativa (P <0,001).

Tratamientos inhibidores de PDE3

En un analisis realizado usando el sistema xCELLigence y el instrumento RTCA DP (Acea Biosciences), 10 umol/l o
una concentracion mas alta de anagrelida y amrinona mostraron algun efecto antiproliferativo en cultivos de células
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GIST, mientras que cilostazol y milrinona no influyeron en la proliferacion celular. Para examinar mas de cerca los
efectos de los inhibidores de PDES3 en las estirpes celulares LPS141, GIST882 y GIST48, las células se cultivaron a
las concentraciones finales de 10 ymol/l de inhibidores de PDE3 durante 96 horas, y se midieron los efectos del
farmaco en la proliferacion con el ensayo MTT y se compararon al efecto antiproliferativo de nilotinib
(0,5 pymol/l). Durante un periodo de cultivo de cuatro dias, el clorhidrato de anagrelida resulto ser el Unico inhibidor
de PDE3 que tuvo un efecto sobre el crecimiento de células GIST882 y LPS141 en comparacion con
DMSO. Ninguno de los inhibidores de PDE3 influy6 significativamente en la proliferacion de células GIST48 (Figura
1). A continuacion, se investigo el efecto del clorhidrato de anagrelida (10 pmol/l) combinado con el tratamiento con
imatinib (0,5 umol/l) en las estirpes celulares GIST. De nuevo, durante un cultivo de cuatro dias, solo se vio afectada
la estirpe celular GIST882, y la combinacion de farmacos mostré efectos antiproliferativos sinérgicos en las células
(Figura 2).

El efecto del clorhidrato de anagrelida y la combinacion de clorhidrato de anagrelida e imatinib sobre la apoptosis de
las células tumorales se investigd con un ensayo TUNEL que detecta ADN fragmentado en los nucleos celulares. El
22% de las células GIST882 tratadas con clorhidrato de anagrelida fueron apoptéticas después de 48 horas y el 47%
después de 96 horas. En las células GIST48 solo se observé una ligera fragmentacion del ADN cuando las células
se trataron con clorhidrato de anagrelida. 48 horas después de comenzar el tratamiento con clorhidrato de
anagrelida, el 0,6% de las células GIST48 eran apoptdticas, y después del cultivo de 96 horas, el 1%. El 22% vy el
1% de las células GIST882 eran apoptoticas después de 48 y 96 horas de tratamiento con imatinib,
respectivamente. La tasa de apoptosis en las células GIST48 tratadas con imatinib durante 48 y 96 horas,
respectivamente, fue del 34% y 40%. Cuando el clorhidrato de anagrelida e imatinib se usaron en combinacién, se
detecto un efecto sinérgico en ambas estirpes celulares GIST. Después de 48 y 96 horas, el 32% y el 86% de las
células GIST882, y el 39% y el 47% de las células GIST48, respectivamente, fueron apoptdticas en el ensayo.

Exposicion

Muchos pacientes con GIST evolucionan a pesar de los tratamientos actuales. El mesilato de imatinib, un inhibidor
de varias tirosina cinasas receptoras de tipo lll, inhibe la evolucion de los GIST avanzados (Demetri, G.D. 2002). La
mayoria de los GIST tienen una mutacién oncogénica en KIT o PDGFRA (Hirota, S. 1998; Heinrich, M.C. 2003), que
se consideran los objetivos principales para la terapia con imatinib. Algunos GIST carecen de respuesta a los
inhibidores de tirosina cinasa o desarrollan resistencia a ellos, a menudo debido a mutaciones secundarias. En la
presente descripcion se demuestra que PDE3A y PDE3B son nuevos inmunomarcadores potenciales y nuevos
objetivos terapéuticos de tratamiento para GIST, liposarcomas y otros tumores que expresan enzimas PDE3.

Basandose en la busqueda en la base de datos GeneSapiens, la expresion de ARNm de PDE3A y PDE3B es alta en
GIST y liposarcomas en comparacion con otros tipos de cancer humano. Asimismo, en las muestras clinicas de
tejido tumoral, la mayoria de los GIST expresan la proteina PDE3A y PDE3B, mientras que su expresion se
encuentra con menos frecuencia en otros tipos de tumores. PDE3A se expresé en el antro pilérico en un modelo
murino de GIST (ratdén KITK64'E), y también esta asociado con el perfil de expresion génica de las células
intersticiales de Cajal (Gromova, P. 2009), que podria tener las mismas células progenitoras que GIST (Sircar, K.
1999). Por lo tanto, PDE3A podria ser importante para la funcion de ambas células intersticiales de las células Cajal
y GIST.

Debido a que se encontroé abundante expresion de PDE3A y PDE3B principalmente en GIST, se planted la hipdtesis
de que la expresion y la actividad de estas proteinas podrian ser cruciales para la supervivencia de las células
tumorales GIST. Como consecuencia de la inhibicion de PDE3 con clorhidrato de anagrelida, se bloque6 la
proliferacion de células GIST y las células tumorales se volvieron apoptéticas. Asimismo, la proliferacion celular de
liposarcomas disminuy6 debido a la inhibicién de PDES3, lo que indica que los tumores que expresan PDE3A y/o
PDE3B generalmente son adecuados para tratamientos de inhibicion de PDE3.

PDE3A y PDE3B son enzimas que catalizan la hidrdlisis del enlace 3'-fosfoéster de cAMP y cGMP, produciendo
AMP y GMP (Beavo, J.A. 1995). Los nucledtidos ciclicos, especialmente cAMP, regulan muchos procesos
fisiolégicos. Uno de los objetivos mas importantes de cAMP es PKA, que regula aun mas la expresion génica y
muchos procesos fisioldgicos en las células (Beavo, J.A. 2002). La adiccion al mantenimiento de bajas cantidades
de AMPc mediante la hidrélisis de PDE4 en los sitios subcelulares apropiados se relaciondé con la tasa de
proliferacion celular y la supervivencia en una estirpe celular de cancer colorrectal quimiorresistente (McEwan, D.G.
2007). Es posible que algunos tumores sean adictos a la sefalizacion de PDE3 y la adiccion celular a cantidades
bajas de AMPc sea uno de los actores clave en la regulacion de la supervivencia celular, y la influencia
farmacologica en esta via puede proporcionar un beneficio clinico. La expresion de otras fosfodiesterasas
especificas de AMPc puede compensar la pérdida de la funcion PDE3A o PDE3B durante el tratamiento con
clorhidrato de anagrelida en estirpes celulares. Se sabe que ocho familias de enzimas fosfodiesterasas regulan la
actividad de cAMP dentro de las células, y la mayoria de la actividad de hidrolizacion de cAMP proviene de las
familias PDE3 y PDE4 (Conti, M. 2007; McEwan, D.G. 2007). El clorhidrato de anagrelida potencié los efectos de
imatinib en ambas estirpes celulares GIST. Esto podria deberse al hecho de que los inhibidores se dirigen a
diferentes vias de sefalizacion celular en los dianocitos. Por lo tanto, se espera que los efectos sinérgicos de los
inhibidores de clorhidrato de anagrelida y los receptores de tirosina cinasa sobre GIST también se encuentren en la
clinica.
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Anagrelida es un nuevo método potencial para tratar tumores que expresan PDE3. También puede ser una opcion
para tratar a pacientes con GIST que ya no responden a los inhibidores de la tirosina cinasa o que tienen GIST sin
mutacion genética en KIT o PDGFRA. La anagrelida también es un posible farmaco para la politerapia con
inhibidores de la cinasa.

En conclusiéon, PDE3A y PDE3B se expresan en la mayoria de los GIST y con frecuencia en liposarcomas, pero rara
vez en otros tumores soélidos humanos. Por lo tanto, PDE3A y PDE3B pueden considerarse como un nuevo
biomarcador para GIST vy liposarcomas, y los tumores que expresan PDE3 pueden identificarse, por ejemplo, con
métodos de inmunohistoquimica o de amplificacion de acido nucleico. Los tumores PDE3 positivos sirven como
objetivo para los inhibidores de PDE3, especialmente para anagrelida que puede provocar apoptosis y evitar la
proliferacion celular de células tumorales. La anagrelida es un nuevo farmaco potencial para tratar los GIST sola o
en combinacién con otros agentes medicinales.

Tabla 1. Expresion de la proteina fosfodiesterasa 3A y 3B en muestras de tumores humanos.

Tipo de tumor N.° de casos % de expresion % de expresion
805 PDE3A PDE3B
GIST 230 93% 66%
Liposarcoma 42 33% 19%
Tumores de células germinales 23 17% 0%
Otros sarcomas 114 16% 7%
Cancer de pulmon 53 13% 0%
Tumores cerebrales 94 12% 1%
Otros canceres 112 9% 3%
Canceres de rifion 53 0% 2%
Canceres de pecho 84 0% 0%
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon que comprende anagrelida o una de sus sales para su uso en el tratamiento de un tumor sélido
que expresa la enzima fosfodiesterasa 3A y/o la fosfodiesterasa 3B en un paciente humano, en donde dicha
anagrelida o una de sus sales disminuye la proliferacion de células tumorales en dicho tumor solido, y en donde
dicho tumor solido es el tumor de estroma gastrointestinal, GIST, o un liposarcoma.

2. La composicién para su uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho tumor sélido se detecta por comprender
células que presentan alta expresion de ARNm de la enzima fosfodiesterasa 3A y/o la fosfodiesterasa 3B en
comparacion con el tejido sano de referencia.

3. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha composicion comprende clorhidrato de
anagrelida.

4. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha composicion
comprende ademas un inhibidor de tirosina cinasa.

5. La composicion para su uso segun la reivindicacion 4, en donde dicho inhibidor de tirosina cinasa es especifico
para KIT y receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas y se selecciona del grupo que consiste en
nilotinib, sunitinib, regorafenib, imatinib, mesilato de imatinib, masitinib, dovitinib, ponatinib, pazopanib, sorafenib,
dasatinib, vatalanib y crenolanib.

6. La composiciéon para su uso segun la reivindicacion 4 o 5, en donde dicha composicién se administra a dicho
paciente, simultanea o sucesivamente, en combinaciéon con una composicion que comprende un inhibidor de tirosina
cinasa.

7. La composicidon para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha
composicion es una composicion farmacéutica que comprende tampoén, vehiculo o adyuvante farmacéuticamente
aceptables.

8. La composicion para su uso segun la reivindicacion 7, en donde dicha composicion farmacéutica se formula para
liberacion sostenida, liberacion retardada o liberacion programada, o dicha composicion farmacéutica es una mezcla
de formulaciones de liberacion sostenida y liberacion inmediata.
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