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2

DESCRIPCIÓN

Análogos de salinomicina que contienen nitrógeno, síntesis y utilización contra células troncales cancerosas y 
paludismo.

5
Campo de la invención

La presente invención se refiere a derivados amino de salinomicina, a procedimientos para su preparación y dichos 
derivados para la utilización como fármaco, en particular en el tratamiento del cáncer y en el tratamiento del 
paludismo.10

Estado de la técnica

La salinomicina es un poliéter monocarboxílico que presenta propiedades inofóricas, de la fórmula siguiente: 
15

Hasta el momento, la salinomicina se ha utilizado ampliamente en medicina veterinaria como antibiótico y 
antiprotozoario.

20
Recientemente, el cribado de 16000 compuestos ha permitido identificar un pequeño número de compuestos 
capaces de eliminar selectivamente las células troncales cancerosas (CSC) y las células iniciadoras de tumor (TIC) 
sin afectar a las células normales. Dicho estudio demuestra que la utilización de CSC y TIC como diana permite la 
regresión de la masa tumoral y evita las metástasis.

25
En dicho estudio, se ha identificado la salinomicina como compuesto potente contra estas células, siendo capaz 
de reducir la cantidad de TIC con una eficacia 100 veces superior a la del paclitaxel, un fármaco anticanceroso
utilizado comúnmente.

Otros estudios asimismo han demostrado que la salinomicina induce la muerte celular en células de leucemia 30
linfocítica crónica mediante la inhibición de la ruta de Wnt; en células de cáncer de próstata, mediante la inducción 
de especies de oxígeno reactivo y mediante la inducción de una caída del potencial de la membrana mitocondrial.

Sin embargo, la salinomicina adolece de la desventaja de que es neurotóxica, conduciendo a neuropatías 
periféricas. Además, su actividad contra las CSC y TIC sigue siendo moderada.35

Se han descrito en la técnica anterior análogos de salinomicina. Las modificaciones de la salinomicina consisten 
esencialmente en la sustitución de la función ácido 1-carboxílico por un éster, o la acilación del grupo 20-hidroxilo 
de la salinomicina.

40
Por lo tanto, existe una necesidad de mejora de la actividad de la salinomicina contra las CSC y las TIC, aunque 
asimismo de diseño de derivados de dicho compuesto que presenten una neurotoxicidad reducida.

En el contexto de la presente invención se ha descubierto que los derivados 9- y/o 11- y/o 20-amino de la 
salinomicina presentan una actividad superior contra las CSC y las TIC.45

La capacidad de la salinomicina de acumularse en los lisosomas y de estimular la formación de especies de 
oxígeno reactivo (EOR) y la permeabilidad de la membrana lisosómica sugiere una función de los derivados de 
salinomicina en la quelación del hierro para catalizar la reacción de Fenton (es decir, la conversión de H2O2 en 
EOR mediada por complejos de hierro). Por lo tanto, los derivados de salinomicina que porten modificaciones 50
químicas que favorezcan la unión del hierro y la reacción de Fenton resultan de considerable interés.

Por lo tanto, la presente invención se refiere a derivados 9- y/o 11- y/o 20-amino de salinomicina, enantiómeros, 
mezcla de enantiómeros, diastereoisómeros y mezcla de diastereoisómeros de los mismos, de fórmula (I): 

55
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3

en la que:

- W se selecciona de entre el grupo que consiste en =O; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -5
NR3-(CH2)n-N+R6R7R8; y -O-(CH2)n-N+R6R7R8,

- X se selecciona de entre el grupo que consiste en =O, OH; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; 
-NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, y -O-(CH2)n-N+R6R7R8,

10
- Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5, y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, 

R1 y R2, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C16), 
alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-C16), cicloalquilo (C3-C16), arilo, heteroarilo,

15
alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo, o R1 representa H y R2 representa OR9, en el que R9 es H, 
alquilo (C1-C6), arilo y alquil (C1-C6)-arilo,

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), alquil (C1-C6)-arilo,
20

R4 y R5, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), arilo, 
alquil (C1-C6)-arilo,

R6, R7 y R8, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C6), 
arilo, alquil (C1-C6)-arilo,25

Z es un grupo funcional capaz de quelar sales de hierro, tales como OH, NHNR9R10 (hidrazina), 
NHOC(O)R11 (O-acil hidroxilamina), N(OH)-C(O)R11 (N-acil hidroxilamina), OOH, SR12, 2-aminopiridina, 3-
aminopiridina, -NR3-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-OH, en los que: 

30
R9 y R10, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), arilo 
y alquil (C1-C6)-arilo,

R11 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-
C16), arilo, heteroarilo, alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo,35

R12 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-
C16), arilo, heteroarilo, alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo y n = 0, 2, 3, 4, 5 o 6.

Ventajosamente, los derivados 9- y/o 11- y/o 20-amino de salinomicina, enantiómeros, mezcla de enantiómeros, 40
diastereoisómeros y mezcla de diastereoisómeros de la invención son de fórmula (I):

en la que:45

- W se selecciona de entre el grupo que consiste en =O; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -
NR3-(CH2)n-N+R6R7R8; y -O-(CH2)n-N+R6R7R8,

- X se selecciona de entre el grupo que consiste en =O, OH; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; 50
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4

-NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, y -O-(CH2)n-N+R6R7R8,

- Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5, y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, 

R1 y R2, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), 5
alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-C16), arilo, heteroarilo, alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo, o R1

representa H y R2 representa OR9, en los que Rg es H, alquilo (C1-C6), arilo y alquil (C1-C6)-arilo,

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), alquil (C1-C6)-arilo,
10

R4 y R5, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), arilo, 
alquil (C1-C6)-arilo,

R6, R7 y R8, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C6), 
arilo, alquil (C1-C6)-arilo,15

n=2, 3, 4, 5 o 6.

Z es un grupo funcional capaz de quelar sales de hierro, tales como OH, NHNR9R10 (hidrazina), 
NHOC(O)R11 (O-acil hidroxilamina), N(OH)-C(O)R11 (N-acil hidroxilamina), OOH, SR12, 2-aminopiridina, 3-20
aminopiridina, -NR3-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-OH, en los que: 

R9 y R10, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), arilo 
y alquil (C1-C6)-arilo,

25
R11 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-
C16), arilo, heteroarilo, alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo,

R12 se selecciona de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), alquenilo (C3-C16), alquinilo (C3-
C16), arilo, heteroarilo, alquil (C1-C6)-arilo, alquil (C1-C6)-heteroarilo.30

Ventajosamente, n=0, 2, 3 o 4.

Ventajosamente, W y/o X se seleccionan de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-
NR4R5, más ventajosamente -NR1R2, y/o Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-35
NR4R5, más ventajosamente -NR1R2.

Ventajosamente, R1 y R2, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-
C16), ventajosamente alquilo (C3-C14), más ventajosamente alquilo (C8-C14); alquenilo (C3-C16), ventajosamente 
alquenilo (C3-C5); alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5); cicloalquilo (C3-C16), ventajosamente 40
cicloalquilo (C3-C6), y alquil (C1-C6)-heteroarilo, ventajosamente CH2-piridinilo.

R1 y R2, idénticos o diferentes, asimismo pueden seleccionarse de entre grupo que consiste en H, alquilo (C1-C16), 
ventajosamente alquilo (C8-C14); alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5), y alquil (C1-C6)-heteroarilo, 
ventajosamente CH2-piridinilo.45

Ventajosamente, R1 y R2 no son ambos H.

Más ventajosamente, R1 es H y R2 se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C16), ventajosamente 
alquilo (C3-C14), más ventajosamente alquilo (C8-C14); alquenilo (C3-C16), ventajosamente alquenilo (C3-C5); 50
alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5); cicloalquilo (C3-C16), ventajosamente cicloalquilo (C3-C6) y 
alquil (C1-C6)-heteroarilo, ventajosamente CH2-piridinilo.

R1 asimismo puede ser H y R2 asimismo puede seleccionarse de entre grupo que consiste en alquilo (C1-C16), 
ventajosamente alquilo (C8-C14), y alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5), y alquil (C1-C6)-heteroarilo, 55
ventajosamente CH2-piridinilo.

Ventajosamente, R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en H y alquilo (C1-C6). Preferentemente, R3 es 
H.

60
Ventajosamente, R4 y R5, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H y alquilo (C1-
C16). Más ventajosamente, R4 y R5 son H o alquilo (C1-C6). Preferentemente, R4 y R5 son idénticos. En una forma 
de realización ventajosa, el grupo -(CH2)n-NR4R5 se selecciona de entre el grupo que consiste en -(CH2)2-N(CH3)2, 
-(CH2)3-N(CH3)2, -(CH2)2-NH2 y -(CH2)3-NH2.

65
Ventajosamente, R6, R7 y R8, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-
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C6) y arilo. Más ventajosamente, R5, R7 y R8 son alquilo (C1-C6). Preferentemente, R6, R7 y R8 son idénticos. En 
una forma de realización ventajosa, el grupo -(CH2)n-N+R6R7R8 se selecciona de entre el grupo que consiste en -
(CH2)2-N+(CH3)3 y -(CH2)3-N+(CH3)3.

Ventajosamente, Z es OH, OOH, NHNH2, NHOH o NH2OH, preferentemente OH. En otra forma de realización 5
particular, Z es SH.

En una primera forma de realización según la presente invención, el compuesto es un derivado 9-, 11-, 20-triamino 
de salinomicina, un enantiómero, una mezcla de enantiómeros, un diastereoisómero y una mezcla de 
diastereoisómeros de los mismos de fórmula (Ia):10

en la que W, X, Y, Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (I).
15

En una segunda forma de realización según la presente invención, el compuesto es un derivado diamino de 
salinomicina, en el que W y X se seleccionan de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-
(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8, e Y se selecciona de entre el grupo que consiste en 
-NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, de fórmula (lb), 

20
en la que W, X, Y, Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (I).

El compuesto de fórmula (Ib) puede ser un derivado 9-, -20-diamino de salinomicina, un enantiómero, una mezcla 
de enantiómeros, un diastereoisómero y una mezcla de diastereoisómeros de los mismos de fórmula (Ib1): 

25

en la que X se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -
NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8, e Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -
NR3-(CH2)n-NR4R5 y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, y30

Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (lb).

La descripción da a conocer además un compuesto de fórmula (Ib) puede ser un derivado 9-, -11-diamino de 
salinomicina, un enantiómero, una mezcla de enantiómeros, un diastereoisómero y una mezcla de 35
diastereoisómeros de los mismos de fórmula (Ib2):

en la que W y X, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-40
NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8 y
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Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (lb),

El compuesto de fórmula (Ib) puede ser un derivado 11-, -20-diamino de salinomicina, un enantiómero, una mezcla 
de enantiómeros, un diastereoisómero y una mezcla de diastereoisómeros de los mismos de fórmula (Ib3):

5

en la que W se selecciona de entre el grupo que consiste en-NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -
NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8, Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-
(CH2)n-NR4R5; and -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8,10

X es OH o =O, y

Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (lb).
15

En una forma de realización ventajosa según la presente invención, el compuesto de fórmula (I) es un derivado 
monoamina de salinomicina de fórmula (Ic) y sólo Y es un grupo -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 o -NR3-(CH2)n-
N+R6R7R8 y 

W, X, Y, Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (I).20

La descripción da a conocer además un compuesto de fórmula (Ic) que puede ser un derivado 9-amino de 
salinomicina de fórmula (Ic1): 

25

en la que: 

X se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-
N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8; y30

Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (Ic).

Ventajosamente, Z es OH.
35

En el contexto de la presente invención en efecto se ha descubierto que la presencia de un grupo amino y el ácido 
carboxílico en la posición 1 dando como resultado compuestos que presentan una actividad mejorada contra CSC
y TIC.

La descripción da a conocer además un compuesto de fórmula (Ic) que puede ser un derivado 11-amino de 40
salinomicina de fórmula (Ic2): 
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en la que: 

W se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-5
N+R6R7R8, y -O-(CH2)n-N+R6R7R8, y

Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son p tal como se define en la fórmula (Ic).

El compuesto de fórmula (Ic) puede ser ventajosamente un derivado 20-amino de salinomicina de fórmula (Ic3): 10

en la que: 
15

X se selecciona de entre el grupo que consiste en OH y =O,

Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 y-NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, y

Z, R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se define en la fórmula (I).20

En una realización ventajosa, en los compuestos de fórmula (Ic3), X es OH, Z es OH e Y es -NR1R2. Más 
ventajosamente, R1 es H y R2 se selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C16), ventajosamente 
alquilo (C8-C14), alquenilo (C3-C16), ventajosamente alquenilo (C3-C5), alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo 
(C3-C5), cicloalquilo (C3-C16), ventajosamente cicloalquilo (C3-C6) y alquil (C1-C6)-heteroalquilo, ventajosamente 25
(CH2)-piridinilo.

Los inventores en efecto han encontrado que la presencia de un grupo amino y el ácido carboxílico en la posición 
1 dan como resultado compuestos que presentan una actividad mejorada contra CSC y TIC.

30
En otra forma de realización, X es =O, Y es NR1R2 y Z es NHOH. Más ventajosamente, R1 es H y R2 es (CH2)-
piridinilo, preferentemente CH2-(2-piridinilo). Alternativamente, R1 es H y R2 es cicloalquilo (C3-C16) y alquinilo (C3-
C16).

En una forma de realización particular, en el caso de que Z sea -NHOH, W sea =O y X sea -OH, Y no es un grupo 35
propargilo.

En una forma de realización particular, en el caso de que Z sea -OH, W sea =O y X sea -OH, Y no es 
NCH2CH2N(CH3)2.

40
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Los compuestos de fórmula (I) pueden seleccionarse ventajosamente del grupo que consiste en:
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Los compuestos de fórmula (I) pueden seleccionarse de entre grupo que consiste en: 
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En una forma de realización particular, W es =O, X es -OH, Y es -NR1R2 preferentemente R1 es H y R2 es 
cicloalquilo C3-C16, preferentemente ciclopropilo y Z es -OH.

5
En una forma de realización particular, W es =O, X es -OH, Y es -NR1R2 preferentemente R1 es H y R2 es alquinilo 
C3-C16, preferentemente propargilo y Z es -OH.

La invención se refiere además a una composición farmacéutica que comprende por lo menos un compuesto de 
fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente, una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del 10
mismo, y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composición farmacéutica puede comprender además por lo menos otro fármaco anticanceroso, tal como 
adriamicina y ciclofosfamida (AC), docetaxel (Taxol), trastuzumab, degarelix, capecitabina, ifosfamida o cisplatino. 
Ventajosamente, la composición farmacéutica comprende además adriamicina y ciclofosfamida (AC) o docetaxel 15
(Taxol).

Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden estar destinadas a la administración oral, sublingual, 
subcutánea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, tópica o rectal. El principio activo puede administrarse en 
formas unitarias de administración, mezclado con portadores farmacéuticos convencionales, en seres humanos o 20
en seres humanos.

En el caso de que se prepare una composición sólida en la forma de tabletas, el principio activo principal se mezcla 
con un vehículo farmacéutico y otros excipientes convencionales conocidos por el experto en la materia.

25
Los compuestos de la invención pueden utilizarse en una composición farmacéutica en una dosis comprendida 
entre 0,01 mg y 1000 mg al día, administrados en una única dosis o en varias dosis a lo largo del día, por ejemplo 
dos veces al día. La dosis administrada diariamente está comprendida ventajosamente entre 5 mg y 500 mg, y 
más ventajosamente, entre 10 mg y 200 mg. Sin embargo, puede resultar necesario utilizar dosis fuera de estos 
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intervalos, lo que puede ser advertido por el experto en la materia.

Se ha demostrado que la salinomicina, además de resultar en la inhibición de la proliferación o en la inducción de 
apoptosis en CSC y TIC en una diversidad de tipos de cáncer, incluyendo los cánceres de mama, sangre, pulmón, 
páncreas y colon, dificulta la migración de estas células.5

Por lo tanto, la presente invención se refiere a un compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente 
o una composición farmacéutica tal como se ha definido anteriormente para la utilización como fármaco. La 
presente invención se refiere además a un compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente o a una 
composición farmacéutica tal como se ha definido anteriormente, para la utilización en el tratamiento del cáncer, 10
tal como carcinoma, sarcoma, trastornos metastásicos, cáncer de próstata, colon, pulmón, mama o hígado, y 
leucemias, ventajosamente cáncer de mama y/o para la prevención de la recaída del cáncer y/o las metástasis.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a la utilización de un compuesto de fórmula (I) tal como se ha 
definido anteriormente o una composición farmacéutica tal como se ha definido anteriormente, para la preparación 15
de un medicamento, ventajosamente para la utilización en el tratamiento del cáncer, tal como carcinoma, sarcoma, 
trastornos metastásicos, cáncer de próstata, colon, pulmón, mama o hígado, y leucemias, ventajosamente cáncer 
de mama, y/o en la prevención de la recaída del cáncer y/o las metástasis.

Se da a conocer además un método de tratamiento del cáncer, tal como carcinoma, sarcoma, trastornos 20
metastásicos, cáncer de próstata, colon, pulmón, mama o cáncer, y leucemias, ventajosamente cáncer de mama, 
y/o la prevención de la recaída del cáncer y/o metástasis, que comprende la administración de una cantidad 
terapéuticamente eficaz de un compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente o una composición 
farmacéutica tal como se ha definido anteriormente en una persona que lo necesita.

25
El compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente puede administrarse solo o en combinación con 
una terapia contra el cáncer, por ejemplo con otros fármacos anticancerosos. Los fármacos anticancerosos son 
conocidos de la técnica.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invención se refiere a un producto terapéutico que comprende: a) el 30
compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente, y b) otro compuesto quimioterapéutico, tal como 
adriamicina y ciclofosfamida (AC), docetaxel (Taxol), trastuzumab, degarelix, capecitabina, ifosfamida o cisplatino, 
ventajosamente adriamicina y ciclofosfamida (AC), docetaxel (Taxol), como producto de combinación para la 
utilización simultánea, separada o escalonada como medicamento, en particular en el tratamiento del cáncer, 
ventajosamente el cáncer de mama.35

La expresión “producto de combinación” se refiere en la presente memoria a que el compuesto de fórmula (I) de la 
presente invención se administra en el individuo tratado de esta manera anteriormente, durante (incluyendo 
concurrentemente con; preferentemente coformulado con) y/o después del tratamiento del individuo con el otro 
fármaco anticanceroso. Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de administración 40
unitaria mediante métodos conocidos por el experto en la materia. Preferentemente, el kit de componentes contiene 
instrucciones que indican la utilización de la forma de administración para conseguir un efecto deseable y la 
cantidad de forma de administración que debe administrarse durante un periodo de tiempo especificado. 
Preferentemente, dicho producto de combinación está destinado al tratamiento del cáncer, tal como carcinoma, 
sarcoma, trastornos metastásicos, cáncer de próstata, colon, pulmón, mama o hígado, y leucemias, 45
ventajosamente cáncer de mama y/o para la prevención de la recaída del cáncer y/o las metástasis.

Debido a que los compuestos de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente son capaces de inhibir la 
autofagia, la presente invención se refiere además a un compuesto de fórmula (I) para la utilización en el 
tratamiento de enfermedades que involucran autofagia, en particular el paludismo.50

Otro aspecto de la presente invención se refiere a la utilización de un compuesto de fórmula (I) tal como se ha 
definido anteriormente, para la preparación de un medicamento, ventajosamente para la utilización en el 
tratamiento de enfermedades que involucran autofagia, en particular el paludismo.

55
Se da a conocer además un método de tratamiento de enfermedades en las que está involucrada la autofagia, en 
particular el paludismo, que comprende la administración de una cantidad terapéuticamente eficaz de un 
compuesto de fórmula (I) tal como se ha definido anteriormente en una persona que lo necesita.

Los compuestos de fórmula (I) pueden prepararse siguiendo los métodos ilustrados en el esquema 1 y descritos 60
posteriormente. 
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Los grupos NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 en la posición 20 de la salinomicina pueden 
introducirse mediante el método siguiente: 

5
(a) Oxidar el alcohol alílico en la posición 20 de la salinomicina en la cetona α,β-insaturada. 

Los métodos para la oxidación de los alcoholes alílicos son conocidos de la técnica. Ventajosamente, dicha 
oxidación se lleva a cabo con MnO2. 

10
(b) Proteger el ácido carboxílico en la posición 1 de la cetona α,β-insaturada de la salinomicina; puede utilizarse 

cualquier grupo protector adecuado para ácidos carboxílicos.  Ventajosamente, el ácido carboxílico se 
protege en forma de un éster, tal como éster metílico o un éster alílico. El ácido carboxílico en la posición 1 
asimismo puede protegerse antes de la oxidación en cetona α,β-insaturada. 

15
Los grupos protectores adecuados se dan a conocer, por ejemplo, en Greene, "Protective Groups In Organic 
synthesis", John Wiley & Sons, New York (1981). 

(c) Hacer reaccionar la cetona α,β-insaturada con una amina y simultánea o posteriormente reducir la imina. 
Los métodos para preparar aminas mediante aminación reductora son conocidos de la técnica. 20
Ventajosamente, la imina se forma haciendo reaccionar la amina en un solvente polar en presencia de un 
ácido. En una forma de realización particular, la imina se forma en una mezcla de un alcohol, tal como 
metanol o etanol, y ácido acético. La reducción de la imina en amina se lleva a cabo ventajosamente con 
un borohidruro, tal como borohidruro sódico o cianoborohidruro sódico, en presencia de una sal de cerio, 
tal como tricloruro de cerio. CeCl3. 25

(d) Desproteger el éster en la posición 1, proporcionando el ácido carboxílico.

Los métodos para la desprotección de un éster se dan a conocer en, por ejemplo, Greene, "Protective Groups In 
Organic synthesis", John Wiley & Sons, New York (1981).30

Los grupos NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 en la posición 11 pueden obtenerse haciendo 
reaccionar el grupo ceto en la posición 11 con una amina y la reducción simultánea o posterior de la imina.

Los métodos para preparar aminas mediante aminación reductora son conocidos de la técnica. Ventajosamente, 35
la imina se forma haciendo reaccionar la amina en un solvente polar en presencia de un ácido. En una forma de 
realización particular, la imina se forma en una mezcla de un alcohol, tal como metanol o etanol, y ácido acético. 
La reducción de la imina en amina se lleva a cabo ventajosamente con un borohidruro, tal como borohidruro sódico 
o cianoborohidruro sódico.
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El ácido carboxílico y/o los grupos hidroxilo de la salinomicina, en caso de estar presentes, pueden protegerse. 
Los grupos protectores adecuados se dan a conocer, por ejemplo, en Greene, "Protective Groups In Organic 
synthesis", John Wiley & Sons, New York (1981). Ventajosamente, el grupo protector es un grupo trietilsililo.

5
Los grupos NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 y -NR3-(CH2),-N+R6R7R8 en la posición 9 pueden introducirse mediante las 
etapas siguientes:

(a) protección de los grupos hidroxilo en las posiciones 11, 20 y 28 de la salinomicina,
10

(b) transformación del grupo hidroxilo en la posición 9 en un grupo saliente.

El grupo saliente puede ser, por ejemplo, un sulfonato, tal como un mesilato o un trifluorometilsulfonato. Los 
métodos para la sustitución de un grupo hidroxilo con una amina son conocidos de la técnica: 

15
(c) hacer reaccionar el producto obtenido en la etapa (b) con una amina apropiada,

(e) desproteger los grupos hidroxilo y el ácido carboxílico.

Los grupos -O-(CH2)n-NR4R5 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8 pueden introducirse partiendo de los análogos 9, 11 y/o 20 de 20
la salinomicina.

El grupo hidroxilo en la posición 11 de la salinomicina puede obtenerse mediante reducción del grupo ceto en esta 
posición utilizando métodos conocidos de la técnica. La cetona puede reducirse, por ejemplo, con borohidruro 
sódico en un alcohol, tal como metanol o etanol.25

La reacción se lleva a cabo mediante las etapas siguientes: 

(a) protección del ácido carboxílico en la posición 1 y los grupos hidroxilo en las posiciones 9, 11 y/o 20, en 
caso de hallarse presentes, y el grupo hidroxilo en la posición 28. 30

Ventajosamente, el ácido carboxílico se protege en forma de un éster alílico. 

(b) Transformación del grupo hidroxilo en un grupo saliente. 
35

El grupo saliente puede ser, por ejemplo, un sulfonato, tal como un mesilato o un trifluorometilsulfonato. Los 
métodos para transformar un grupo hidroxilo en un grupo saliente son conocidos de la técnica. La reacción 
se lleva a cabo preferentemente en presencia de una base, tal como piridina.

(c) Hacer reaccionar el producto obtenido en la etapa (b) con un compuesto de fórmula HO-(CH2)n-NR4R5 o 40
HO-(CH2)n-N+R6R7R8 en la presencia de una base. 

Ventajosamente, la reacción se lleva a cabo con una base fuerte, tal como hidruro sódico. Preferentemente, 
el alcóxido se prepara por separado, antes de hacerse reaccionar con el producto obtenido en la etapa (b). 

45
(d) Desprotección de los grupos hidroxilo y el ácido carboxílico.

Por lo tanto, la presente invención se refiere además a un procedimiento para preparar un derivado 20-amino, 9-, 
20-diamino o 9-, 11-, 20-triamino de la salinomicina de fórmula (I), en la que Y se selecciona de entre el grupo que 
consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5 y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, en los que R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8 y n son 50
tal como se ha definido para la fórmula (I), que comprende las etapas de: 

(a) hacer reaccionar un compuesto de fórmula (II): 

55

en la que: 

X es tal como se define en la reivindicación 1, opcionalmente protegido,
60
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GP1 es un grupo protector de ácido carboxílico, ventajosamente metilo,

con una amina de fórmula R2NH2 o NH2-(CH2)n-NR4R5, o NH2-(CH2)n-N+R6R7R8,

(b) reducir la imina obtenida en la etapa (a), ventajosamente con un borohidruro, en presencia de una sal de 5
cerio, tal como tricloruro de cerio,

(c) desproteger el ácido carboxílico en la posición 1,

(d) opcionalmente alquilar la amina.10

La presente descripción da a conocer además un procedimiento para preparar un derivado 9-amino, 9-, 20-diamino 
o 9-, 11-, 20-triamino de la salinomicina de fórmula (I), en la que Y se selecciona de entre el grupo que consiste en  
--O-(CH2)n-NR4R5 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8, en los que R4, R5, R6, R7, R8 y n son tal como se ha definido para la 
fórmula (I), que comprende las etapas de: 15

(a) hacer reaccionar un compuesto de fórmula (III):

20
en la que:

X es tal como se define en la fórmula (I), opcionalmente protegido,

OL1 es un grupo saliente, tal como un sulfonato, ventajosamente un mesilato,25

GP1 es un grupo protector de ácido carboxílico, tal como metilo o alilo, ventajosamente alilo;

GP2 es un grupo protector de hidroxilo, ventajosamente trietilsililo, con un compuesto de fórmula M-O-
(CH2)n-NR4R5 o M-O-(CH2)n-N+R6R7R8, en los que:30

M es un metal seleccionado del grupo que consiste en Na, K y Li,

(b) desproteger el ácido carboxílico en la posición 1 y los grupos hidroxilo.
35

Definiciones:

Los compuestos de fórmula (I), en la que X o Y es un grupo -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 o-O-(CH2)n-N+R6R7R8 son 
betaínas. En ese caso, el ácido carboxílico en la posición 1 de la salinomicina se encuentra en la forma del 
carboxilato, es decir, Z será O- en lugar de OH.40

Dentro de los grupos, radicales o fragmentos definidos en la descripción y en las reivindicaciones, el número de 
átomos de carbono se especifica entre paréntesis. Por ejemplo, alquilo (C1-C16) designa un grupo o radical alquilo 
con 1 a 16 átomos de carbono.

45
Para los grupos que comprenden dos o más subgrupos, la unión se indica con “-”. Por ejemplo “alquil (C1-C6)-arilo” 
indica un radical alquilo unido a un radical arilo, en el que el alquilo está unido al resto de la molécula.

En el contexto de la presente invención, la expresión “alquilo (C1-C16)” designa una cadena hidrocarburo lineal o 
ramificada acíclica saturada opcionalmente sustituida que comprende 1 a 16 átomos de carbono. Entre los 50
ejemplos de grupos de alquilo (C1-C16) se incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo y 
dodecilo. A menos que se indique explícitamente, las definiciones propilo, butilo, pentilo, hexilo, dodecilo, etc. 
incluyen todos los isómeros posibles. Por ejemplo, butilo comprende n-butilo, isobutilo, sec-butilo y terc-butilo.

En el contexto de la presente invención, la expresión “alquenilo (C3-C16)” designa una cadena hidrocarburo lineal 55
o ramificada acíclica saturada opcionalmente sustituida que comprende 3 a 16 átomos de carbono, por lo menos 
dos de los cuales están unidos mediante un doble enlace. Entre los ejemplos de "-alquenilo (C3-C16)" se incluyen 
propenilo, butenilo, pentenilo o hexenilo. A menos que se indique explícitamente, las definiciones de propenilo, 
butenilo, pentenilo y hexenilo incluyen todos los isómeros posibles.
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En el contexto de la presente invención, la expresión “alquinilo (C3-C16)” designa una cadena hidrocarburo lineal o 
ramificada acíclica saturada opcionalmente sustituida que comprende 3 a 16 átomos de carbono, por lo menos dos 
de los cuales están unidos mediante un triple enlace. Entre los ejemplos de "-alquinilo (C3-C16)" se incluyen 
propinilo, butinilo, pentinilo o hexinilo. A menos que se indique explícitamente, las definiciones de propinilo, butinilo, 5
pentinilo y hexinilo incluyen todos los isómeros posibles.

En el contexto de la presente invención, la expresión “cicloalquilo (C3-C16)” designa una cadena hidrocarburo 
saturada cíclica saturada opcionalmente sustituida que comprende 1 a 16 átomos de carbono. Entre los ejemplos 
de grupos cicloalquilo (C3-C16) se incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo 10
y ciclododecilo. Ventajosamente, el grupo cicloalquilo (C3-C16) se selecciona de ciclopropilo, ciclobutilo y 
ciclopentilo

La expresión “sustituido opcionalmente” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a que cualquiera de 
los átomos de hidrógeno puede sustituirse por un sustituyente, tal como flúor.15

El término “arilo” designa un anillo monocíclico aromático que puede fusionarse con un segundo anillo saturado, 
insaturado o aromático. El término arilo incluye, aunque sin limitarse a los ejemplos siguientes, fenilo, indanilo, 
indenilo, naftilo, antracenilo, fenantrenilo, tetrahidronaftilo y dihidronaftilo. Los arilos preferidos son los que 
comprenden un anillo aromático de seis elementos. El grupo arilo puede sustituirse con uno o más grupos 20
seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxi, halógeno, hidroxilo, amino, nitro, 
ciano, trifluoro, ácido carboxílico o éster carboxílico. Son ejemplos de grupos fenilo sustituidos, metoxifenilo, 
dimetoxifenilo, trimetoxifenilo, fluorofenilo y trifluorometilfenilo.

El término “alquil (C1-C6)-arilo” designa, en el contexto de la presente invención, un grupo arilo, tal como se ha 25
definido anteriormente, unido al resto de la molécula mediante una cadena alquilo que contiene 1 a 6 átomos de 
carbono. Ventajosamente, el “alquil (C1-C6)-arilo” es un bencilo sustituido o no sustituido. Entre los ejemplos de 
grupos bencilo sustituidos se incluyen metoxibencilo, cianobencilo, nitrobencilo o fluorobencilo.

El término heteroarilo designa un arilo monocíclico o policíclico tal como se ha definido anteriormente en el que 30
uno o más átomos de carbono han sido sustituidos por uno o más heteroátomos seleccionados del grupo que 
consiste en N, O y S. A menos que se indique explícitamente, el término “heteroarilo” incluye todos los isómeros 
posibles. Entre los ejemplos de grupos heteroarilo se incluyen furilo, tienilo, imidazolilo, piridilo, pirrolilo, N-alquil-
pirrolilo, pirimidinilo, pirazinilo, tetrazolilo, triazolilo y triazinilo. El grupo heteroarilo puede sustituirse con uno o más 
grupos seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxi, halógeno, hidroxilo, amino, 35
nitro, ciano, trifluoro, ácido carboxílico o éster carboxílico. Los heteroarilos preferidos son los que presentan 5 o 6 
átomos en el anillo, tales como indolilo, pirrolilo, piridinilo, pirazolilo, triazolilo, furanilo o tienilo.

El término “alquil (C1-C6)-arilo” designa, en el contexto de la presente invención, un grupo heteroarilo, tal como se 
ha definido anteriormente, unido al resto de la molécula mediante una cadena alquilo que contiene 1 a 6 átomos 40
de carbono. Ventajosamente, el “alquil (C1-C6)-heteroarilo” es un heteroarilo sustituido o alquil C1-heteroariloencilo.

En el contexto de la presente invención, el término “halógeno” designa un átomo de flúor, cloro, bromo o yodo.

Para el propósito de la invención, la expresión “farmacéuticamente aceptable” pretende referirse a que resulta útil 45
para la preparación de una composición farmacéutica y que resulta generalmente seguro y no tóxico para un uso 
farmacéutico.

La expresión “sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable” pretende referirse, en el contexto de la presente 
invención, a una sal de un compuesto que resulta farmacéuticamente aceptable, tal como se ha definido 50
anteriormente, y que posee la actividad farmacológica del compuesto correspondiente. Dichas sales comprenden: 

(1) hidratos y solvatos,

(2) sales de adición de ácido formadas con ácidos inorgánicos, tales como los ácidos clorhídrico, bromhídrico, 55
sulfúrico, nítrico y fosfórico, y similares; o formados con ácidos orgánicos, tales como los ácidos acético, 
bencenosulfónico, fumárico, glucoheptónico, glucónico, glutámico, glicólico, hidroxinaftoico, 2-
hidroxietanosulfónico, láctico, maleico, málico, mandélico, metanosulfónico, mucónico, 2-
naftalenosulfónico, propiónico, succínico, dibenzoil-L-tartárico, tartárico, p-toluenosulfónico, trimetilacético 
y trifluoroacético, y similares, y60

(3) sales formadas al sustituir un protón ácido presente en el compuesto por un ion metálico, por ejemplo un 
ion metal alcalino, un ion alcalinotérreo o un ion de aluminio, o coordinados con una base orgánica o 
inorgánica. Las bases orgánicas aceptables comprenden dietanolamina, etanolamina, N-metilglucamina, 
trietanolamina, trometamina y similares. Las bases inorgánicas aceptables comprenden hidróxido de 65
aluminio, hidróxido de calcio, hidróxido potásico, carbonato sódico e hidróxido sódico.
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Descripción de las figuras

La figura 1 representa la viabilidad de las células HMLER CD24- (línea continua) y de las células HMLER CD24+

(línea de puntos) a diferentes concentraciones de salinomicina (1A), AM5 (1B), AM9 (1C) o AM13 (1D). 5

El eje Y representa la viabilidad celular y se expresa en porcentaje. 

El eje X representa la concentración de cada producto, en µM. Las concentraciones utilizadas son, de izquierda 
a derecha desde la intersección de los ejes X e Y: 0.0001 µM; 0.001; 0.01 µM; 0.1 µM, 1 µM y 10 µM. Cada 10
punto en la línea representa la viabilidad celular medida a la concentración correspondiente. 

La figura 2 es una fotomicrografía de contraste de fases representativa de mamosferas formadas tras 11 días 
en ausencia de ningún compuesto añadido (Control) o en presencia de una cantidad definida de salinomicina, 
AM5, AM9 o AM13. Los análogos de sal (AM5, AM13) redujeron el número y tamaño de las mamosferas a 15
concentraciones nanomolares bajas. El tamaño de las mamosferas se correlaciona con la proliferación de las 
células progenitoras, mientras que el número de mamosferas formado tras pases en serie a densidad clonal se 
correlaciona con la capacidad de autorrenovación de las células troncales cancerosas primitivas. Una masa 
más pequeña indica muerte celular y regresión de las mamosferas.

20
La figura 3A es una fotomicrografía de contraste de fases representativa de mamosferas formadas tras 7 o 14 
días en ausencia de ningún compuesto añadido (no tratado) o en presencia de una cantidad definida de 
salinomicina, AM5, taxol o la combinación de AM5 y taxol. Una masa más pequeña indica muerte celular y 
regresión de las mamosferas.

25
La figura 3B representa la cuantificación del número y tamaño de las mamosferas. La combinación de AM5 a 
una concentración de 15 nM y de taxol a 5 nM reduce el número y tamaño de las mamosferas con una eficacia 
mejorada respecto a AM5 solo a 15 nM o 5 nM.

La figura 4 representa las curvas de crecimiento tumoral de MCF-7 de ratones tratados con compuesto (3 mg 30
por kg de peso corporal al día, inyección intraperitoneal, n=5). Las inyecciones no letales de un análogo de Sal 
activo (AM5) inhiben el crecimiento tumoral de cáncer de mama en ratones (n=5; barras de error, s.e.m.).

Figura 5: análogo de salinomicina - la muerte celular inducida resulta inhibida por el secuestrador de EOR N-
acetilcisteína (NAC). Las estirpes celulares se incubaron con o sin 500 nM de análogos de Sal durante 48 h. 35
Se evaluó la apoptosis mediante tinción con anexina V-FITC y PI y análisis de FACS. Todos los datos se 
expresan como medias ± s.d. De tres experimentos individuales (*; P<0.05).

Figura 6: el hierro lisosómico media en la señalización de muerte celular activada por análogos de Sal. La 
muerte celular inducida por análogos de Sal resulta inhibida por el quelante de hierro lisosómico mesilato de 40
deferoxamina (DFO). Las células se trataron tal como en (c) con o sin la concentración indicada de DFO durante 
48 h. La apoptosis se evaluó tal como en c.

La figura 7 representa la cuantificación del número de mamosferas contadas en los experimentos mostrados 
en la figura 9. El número de mamosferas formado tras los pases en serie a la densidad clonal se correlaciona 45
con la capacidad de autorrenovación de las células troncales cancerosas primitivas. Una masa más pequeña 
indica muerte celular y regresión de las mamosferas. En comparación con las células no tratadas o las células 
tratadas con salinomicina, sólo AM5 y más eficientemente AM23 redujeron el número de mamosferas.

La figura 8 representa la cuantificación del tamaño de las mamosferas contadas en los experimentos mostrados 50
en la figura 9. El tamaño de la mamosfera sólo se redujo con la dosis más alta de AM23, mientras que la 
salinomicina, AM5 y dosis inferiores de AM23 no alteraron los diámetros tumorales.

La figura 9 representa imágenes de la tercera generación de mamosferas formadas a partir de células HML34 
CD24low individuales tratadas durante 7 días con el fármaco indicado. El tamaño de las mamosferas se 55
correlaciona con la capacidad de proliferación de las células progenitoras, mientras que el número de 
mamosferas formado tras pases en serie a la densidad clonal se correlaciona con la capacidad de 
autorrenovación de las células troncales cancerosas primitivas. Una masa más pequeña indica muerte celular 
y regresión de las mamosferas.

60
La figura 10 es un dibujo ORTEP de la estructura de rayos X de AM23.

La figura 11 representa los análisis de FACS de EOR en células HMLER CD24low tratadas con salinomicina, 
AM5 y AM23.

65
La figura 12 es un gráfico que representa la influencia de la salinomicina, AM5, AM13 y AM9 sobre la 
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concentración intracelular de sodio.

La figura 13 representa la evaluación de la prevención del crecimiento tumoral en ratones portadores de 
xenoinjerto de MCF-7.

5
La figura 14 representa imágenes comparativas de tinción de H+E de tejidos periféricos de ratones tratados tal 
como en la figura 13, representativos de cinco réplicas biológicas (barra de escala: 100 µm).

La figura 15 es un gráfico que representa el peso corporal de los ratones durante el tratamiento con AM5. Las 
barras de error para el peso corporal de los ratones representan s.d. Y corresponden a cinco animales en cada 10
grupo.

La figura 16 es una representación gráfica del porcentaje de células muertas (negativas para 
DIOC6(3)/positivas o negativas para DAPI).

15
La figura 17 representa un análisis de FACS de EOR en células tratadas durante 48 h.

Ejemplos

Ejemplo 1: síntesis de compuesto de fórmula (I)20

Preparación de salinomicina ácida oxidada (oxo-Sal-H) 2:

25

Se disolvió salinomicina sodio (2.00 g, 2.587 mmoles) en 250 ml de DCM y se añadió óxido de manganeso (9.00 
g, 103.5 mmoles, 40 eq). La suspensión se agitó durante la noche a temperatura ambiente. Tras completar la 
conversión del material de partida, la mezcla se filtró a través de Celite. Se extrajo el filtrado con solución acuosa 30
15 mM de H2SO4, se secó sobre MgSO4 y se concentró, proporcionando el producto 2 (1.71 g, 2.28 mmoles, 96%) 
en forma pura y de espuma blanca sin ninguna purificación adicional.

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz, ta): 0.64-0.72 (6H, m), 0.72-0.82 (6H, m), 0.83-0.98 (12H, m), 1.04-1.17 (4H, m), 1.19-
1.27 (2H, m), 1.30-1.57 (12H,m), 1.59-2.05 (14H, m), 2.43-2.60 (2H, m), 2.63-2.73 (1H, m) 2.76-2.88 (1H, m), 3.38-35
3.52 (1H, m), 3.66 (1H, d, J = 9.6 Hz), 3.76 (1H, d, J = 10.2 Hz), 3.88-4.04 (2H, m), 4.11-4.22 (1H, m), 6.20 (1H, d, 
J = 10.7), 7.12 (1H, d, J = 10.7).

RMN 13C (CDCl3, 500 MHz, ta): 6.6, 7.0, 11.3, 12.1, 12.6, 13.1, 14.2, 15.5, 16.0, 17.6, 19.8, 20.7, 22.9, 26.4, 27.2, 
28.3, 28.6, 32.1, 32.2, 33.2, 34.2, 35.5, 38.4, 40.2, 50.3, 51.6, 55.7, 67.7, 69.6, 71.0,73.2, 75.8, 76.5, 76.7, 90.0, 40
98.0, 105.3, 107.1, 142.3, 183.2, 187.9, 217.9.

HRMS (ESI) m/z: calculado para C42H68NaO11
+ [M+Na+] 771.4654, observado: 771.4560.

Metilación de oxo-Sal-H para formar oxo-Sal-Me 3:45

50
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En un matraz de Schlenk seco a la llama y enjuagado con Ar, (100 mg, 0.134 mmoles) se introdujo 2 y se disolvió 
en DMF anhidro.  Se añadió carbonato de cesio (56.5 mg, 0.174 mmoles, 1.3 eq.) seguido de yoduro de metilo (11 
µl, 0.174 mmoles, 1.3 eq.) y la solución se agitó durante 24 h a temperatura ambiente. Tras completar la reacción, 
se eliminó el solvente, se introdujo el residuo en DCM y se extrajo la solución con solución acuosa 15 mM de 
H2SO4, solución saturada de NaHCO3, agua y solución hipersalina, y se secó sobre MgSO4. Se filtró la solución, 5
se concentró y se purificó en gel de sílice con un CombiFlash utilizando DCM/MeOH 10/0.2. El producto puro 3 
(96.5 mg, 0.126 mmoles, 95%) se aisló en forma de una espuma blanca.

(El procedimiento de oxidación-metilación puede invertirse; los rendimientos en ambas etapas no cambian mucho).
10

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz, ta): 0.63-0.72 (9H, m), 0.72-0.77 (3H, d, J = 7.0 Hz), 0.80-0.89 (12H, m), 1.06-1.17 (7H, 
m), 1.17-1.21 (2H, m), 1.21-1.32 (3H, m), 1.32-1.46 (8H, m), 1.46-1.58 (3H, m), 1.60-1.80 (4H, m), 1.80-1.94 (2H, 
m), 1.98-2.12 (2H, m), 2.48-2.56 (1H, m), 2.58-2.68 (1H, m), 2.81-2.99 (2H, m), 3.26-3.32 (1H, m), 3.51 (1H, dd, J 
= 9.8Hz, 1.5 Hz), 3.59-3.73 (2H, m), 3.70 (3H, s, OMe), 3.85-3.97 (2H, m), 6.16 (1H, d, J = 10.7 Hz), 7.18 (1H, d, 
10.7 Hz).15

RMN 13C (CDCl3, 300 MHz, ta): 6.6, 7.2, 11.1, 11.9, 12.1, 14.0, 15.0, 17.9, 18.7, 19.8, 20.8, 22.6, 22.7, 26.3, 28.1, 
29.2, 29.7, 30.3, 34.26, 34.30, 34.4, 36.6, 39.2, 39.9, 47.7, 49.1, 52.7, 57.5, 70.0, 71.2, 71.8, 72.3, 75.1, 77.1, 77.4, 
88.7, 97.6, 105.5, 127.3, 144.2, 176.6, 190.9, 214.3.

20
HRMS (ESI) m/z: calculado para C43H70NaO11

+ [M+Na+] 785.4810, observado: 785.4807.

Procedimiento para las reacciones de aminación reductora en 2 o 3:

Se disolvieron 100 mg de material de partida 2 en 3 ml de MeOH; se añadió la amina primaria (10 eq.) seguido de 25
AcOH (50 µl). La solución se agitó durante una hora a temperatura ambiente antes de añadir CeCl3·7H2O. Se 
añadió muy lentamente una solución de NaBH3CN (1.05-1.3 eq.) en 2 ml de MeOH con ayuda de una bomba de 
jeringa durante un periodo de 8 h a temperatura ambiente. Tras 4 h adicionales de agitación a temperatura 
ambiente, se extrajo una muestra de la mezcla de reacción y se llevó a cabo un mini-tratamiento final, seguido de 
cromatografía en capa fina (TLC). En el caso de que no se consumiese por completo el material de partida, se 30
añadía lentamente algo más de NaBH3CN en MeOH hasta que la conversión completa era visible. A continuación,
se añadió cuidadosamente una solución acuosa de H2SO4 15 mM (2 a 4 ml), seguido de DCM Se separaron las 
capas y se reextrajo la capa acuosa 2 veces con DCM. Las capas orgánicas agrupadas se lavaron con solución 
acuosa 15 mM de H2SO4, solución acuosa sat. de NaHCO3, agua y solución hipersalina. La solución se secó sobre 
MgSO4 y se concentró antes de la purificación con un Combi Flash, utilizando gradualmente MeOH 1% a 3% en 35
DCM sobre gel de sílice. La mayoría de productos secundarios pudieron eliminarse mediante esta etapa. Para la 
purificación final, el producto se purificó mediante HPLC en una columna C18 de fase inversa. Gradiente de elución: 
50%/50% ACN/H2O (ambos con ácido fórmico al 0.1%) a 100% ACN en 12 min, 10 a 20 min 100% ACN 
(dependiendo de la polaridad de los productos y productos secundarios). Las aminas eluyeron en 
aproximadamente 60-90% de ACN (AM5: 60%, AM9: 70%, AM13: 90-100%). Detección con un detector de UV a 40
una longitud de onda de 217 nm.

Preparación de AM5

45

Se preparó sal-propargilamina utilizando 103 mg de 2 (0.134 mmoles), 86 µl (1.34 mmoles, 10 eq.) de 
propargilamina, 11 mg (0.174 mmoles, 1.3 eq.) de NaBH3CN, 50.0 mg (0.134 mmoles, 1 eq.) de CeCl3·7H2O y 50 
µl de ácido acético en 8 ml de MeOH. Tras la purificación con CombiFlash y HPLC, pudieron aislarse 25 mg (0.032 
mmoles, 24%) de producto puro en forma de espuma incolora.50

RMN 1H (CDCl3, 600 MHz, 5ºC): 0.66 (3H, d, J=7.2 Hz, C39H3), 0.71 (3H, d, J=6.6 Hz, C34H3), 0.75 (3H, dd, 
J=J=7.8 Hz, C37H3), 0.77 (3H, d, J=7.2 Hz, C38H3), 0.85 (3H, d, J=6.6 Hz, C35H3), 0.86 (3H, m, C32H3), 0.88 
(3H, m, C40H3), 0.90 (3H, m, C42H3), 1.13 (1H, dd, J=J=13.8 Hz, C15H), 1.21 (3H, d, J=7.2 Hz, C30H3), 1.25-
1.38 (8H, m, C41H, C31H2, C36H, C33H3, C4H), 1.39-1.48 (3H, m, C5H, C8H, C41H), 1.49-1.55 (1H, m, C26H), 55
1.55-1.63 (3H, m, C26H, C27H2), 1.63-1.71 (3H, m, C14H, C15H, C16H), 1.71-1.80 (3H, m, C6H, C23H, C5H), 
1.80-1.91 (2H, m, C36H, C4H), 1.91-2.00 (2H, C22H2), 2.09-2.16 (1H, m, C23H), 2.36-2.40 (1H, s, =CH), 2.55-
2.64 (2H, m, C12H, C10H), 2.84-2.91 (1H, dt, C2H), 3.53 (1H, m, C13H), 3.57-3.63 (2H, C25H, m, C7H), 3.81-3.85 
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(1H, m, C29H), 3.91-4.01 (2H, m, C3H, C20H), 4.15 (1H, d, J = 10.2 Hz, C9H), 4.28 (2H, bs, NHCH2), 6.28 (1H, 
m, C19H), 6.44 (1H, d, J =9.6 Hz, C18H).

RMN 13C (CDCl3, 600 MHz, 5ºC): 6.5 (C32), 7.1 (C39), 11.2 (C40), 12.2 (C38), 12.5 (C42), 13.3 (C37), 14.5 (C30), 
15.6 (C34), 16.7 (C36), 17.6 (C35), 20.0 (C4), 21.8 (C26), 22.9 (C41), 25.0 (C33), 26.4 (C5), 28.1 (C6), 28.8 (C27), 5
30.7 (C31), 30.8 (C23), 32.3 (C14), 36.1 (C8), 37.1 (NHCH2), 37.6 (C15), 39.0 (C16), 40.0 (C22), 49.2 (C2), 50.0 
(C10), 53.0 (C20), 55.2 (C12), 68.9 (C9), 71.1 (C28), 71.5 (C7), 72.9 (C25), 75.5 (C3), 75.8 (C13), 76.3 (=CH), 76.9 
(C29), 77.3 (=C-), 88.6 (C24), 98.6 (C17), 105.6 (C21), 125.8 (C19), 132.2 (C18), 180.8 (C1), 216.1 (C11).

HRMS (ESI) m/z: calculado para C42H74NO10
+ [M+H+] 788.5307, observado: 788.5304.10

Preparación de AM9

15

Se preparó sal-propargilamina utilizando 106 mg de 3 (0.139 mmoles), 89 µl (1.39 mmoles, 10 eq.) de 
propargilamina, 9,6 mg (0.153 mmoles, 1.1 eq.) de NaBH3CN, 51.8 mg (0.138 mmoles, 1 eq.) de CeCl3·7H2O y 50 
µl de ácido acético en 8 ml de MeOH. Tras la purificación con CombiFlash y HPLC, pudieron aislarse 25 mg (0.031 20
mmoles, 22%) de producto puro en forma de espuma incolora.

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz, 5ºC): 0.72 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.75-0.87 (11 H, m), 0.88-0.99 (9H, m), 1.07 (1H, ddd, J 
= 13.1 Hz, 13.1Hz, 12.1Hz), 1.20-1.68 (21H, m), 1.70-2.05 (8Hz, m), 2.10-2.26 (3H, m), 2.30-2.41 (2H, m), 2.69-
2.74 (1H, m), 3.04 (1H, dt, J = 10.8 Hz, 4.1Hz), 3.47-3.72 (4H, m), 3.80-3.88 (1H, m), 3.90 (3H, s), 4.02-4.09 (2H, 25
m), 6.01-6.08 (2H, m).

RMN 13C (500 MHz, CDCl3, 5ºC): 6.5, 7.4, 11.0, 12.0, 13.2, 13.9, 14.7, 15.7, 17.5, 19.7, 22.2, 22.7, 25.5, 26.2, 28.0, 
29.0, 30.6, 30.7, 32.9, 36.4, 37.1 (2C), 38.6, 38.7, 40.3, 48.0, 48.6, 52.6, 55.2, 56.6, 69.2, 71.0, 71.7, 73.9, 75.1, 
76.9, 77.3, 80.1, 88.0, 98.6, 102.0, 108.3, 123.2, 130.5, 176.2, 214.0.30

HRMS (ESI) m/z: calculado para C46H76NO10
+ [M+H+] 802.5464, observado: 802.5465.

Preparación de AM13
35

Se preparó sal-dodecilamina utilizando 103 mg de 2 (0.138 mmoles), 255,8 mg (1.38 mmoles, 10 eq.) de 
dodecilamina, 9 mg (0.145 mmoles, 1.05 eq.) de NaBH3CN, 51.4 mg (0.138 mmoles, 1 eq.) de CeCl3·7H2O y 20 µl 
de ácido acético en 8 ml de MeOH. Tras la purificación con CombiFlash y HPLC, pudieron aislarse 14 mg (0.0152 40
mmoles, 11%) de producto puro en forma de espuma incolora.

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz, 5ºC): 0.67 (3H, d, J=6.9 Hz), 0.66-0.77 (9H, m), 0.78-0.90 (15H, m), 1.10-1.51 (34H, 
m), 1.51-1.78 (9H, m), 1.80-2.10 (6H, m), 2.50-2.60 (2H, m), 2.77-2.87 (1H, m), 3.30-3.62 (5H, m), 3.68-3.80 (2H, 
m), 3.97-4.04 (1H, m), 4.20-4.30 (1H, m), 6.32-6.42 (2H, m).45

RMN 13C (500 MHz, CDCl3, 5ºC): 6.5, 7.1, 11.3, 12.3, 12.8, 13.1, 14.3, 14.4, 15.5, 16.5, 17.6, 20.3, 21.8, 22.81, 
22.84, 24.5, 26.4, 26.7, 27.3, 28.2, 29.0, 29.5, 29.6, 29.76, 29.81 (4C), 30.5, 31.0, 32.0, 32.2, 35.8, 37.7, 39.0, 40.6, 
48.6, 49.3, 50.5, 55.0, 55.1, 71.05, 71.14, 73.0, 75.5, 76.4, 77.0, 88.8, 99.0, 106.5, 128.0, 130.9, 204.7, 214.8.
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HRMS (ESI) m/z: calculado para C54H96NO10
+ [M+H+] 918.7029, observado: 918.7034.

Preparación de AM23
5

Se preparó sal-ciclopropilamina utilizando 100 mg de 2 (0.133 mmoles), 94 µl (1.33 mmoles, 10 eq.) de 10
ciclopropilamina, 11 mg (0.17 mmoles, 1.3 eq.) de NaBH3CN, 50.0 mg (0.134 mmoles, 1 eq.) de CeCl3·7H2O y 50 
µl de ácido acético. Se obtuvo AM23 en forma de espuma incolora (44 mg, 42%).

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz, 278 K) δ 0.47-0.58 (2H, m), 0.69 (3H, J = 10.0 Hz), 0.71-0.78 (9H, m), 0.78-0.95 (14H, 
m), 1.12-1.50 (16H, m), 1.50- 1.75 (5H, m), 1.76-1.91 (4H, m), 2.02-2.20 (2H, m), 2.60 (1H, d, J = 10.5 Hz), 2.62-15
2.68 (1H, m), 2.70-2.78 (1H, m), 2.78-2.88 (1H, m), 3.37 (1H, s), 3.53-3.80 (3H, m), 3.82-3.89 (1H, m), 4.08 (1H, d, 
J = 9.5 Hz), 5.15 (2H, br s), 6.13 (2H, s).

RMN 13C (CD3CN, 125 MHz, 278 K) δ 5.9, 6.4, 6.9, 7.7, 12.0, 12.4, 13.6, 13.7, 15.2, 16.1, 17.4, 17.9, 21.0, 22.7, 
24.0, 25.7, 27.3, 29.1, 30.1, 31.8, 31.9, 33.4, 36.8, 39.0, 39.5, 41.2, 49.0, 50.4, 56.7, 57.6, 69.5, 71.5, 72.4, 74.7, 20
76.0, 77.1, 77.9, 89.7, 99.9, 107.9, 126.0, 130.8, 178.8, 214.7.

HRMS (ESI) m/z: calculado para C45H75NO10
+ [M+H+] 789.5385, observado: 789.5381. 

La figura 10 muestra la estructura 3D del compuesto AM23, que confirma inequívocamente la estructura cristalina 25
y la estereoquímica de AM23.

Ejemplo 2: evaluación de la IC50

Se llevó a cabo un ensayo de viabilidad celular mediante la siembra en placa de 1000 células por pocillo en placas 30
de 96 pocillos. Se pretrató con NAC (2 mM, A9165 Sigma) o DFO (1 mM) 2 horas antes del tratamiento con 
compuesto. Se añadió reactivo CellTiter-Blue® (Promega; G3582) (20µl/pocillo) tras 24, 48 o 72 horas de 
tratamiento y las células se incubaron durante 1 hora antes de registrar la fluorescencia (560(20)Ex/590(10)Em) 
utilizando un lector de microplacas Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2.

35
Resultados:

ID de compuesto Compuesto CD24- CD24+

Salinomicina 
(comparativo)

1.56 10.97

AM6 (comparativo) 6.18 12.77
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ID de compuesto Compuesto CD24- CD24+

AM7 (comparativo) 7.25 12.52

AM5 0.0849 3.5147

AM9 (comparativo) 11.756 22

AM10 (comparativo) 10.012 19.74

AM8 1.02 8.06

AM11 0.8 6.7

AM12 1.79 6.92
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ID de compuesto Compuesto CD24- CD24+

AM13 0.0727 3.191528

AM16 0.30 1.17

AM17 0.1 2

AM18 (comparativo) 0.1 2.5

AM21 0.34 6.50

AM22 0.30 1.53

AM23 0.043 1.20

AM24 0.107 1.40
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ID de compuesto Compuesto CD24- CD24+

AM25 0.108 1.36

AM26 1.149 10.09

AM28 6.43 5.83

Los resultados anteriores muestran que los compuestos que no contenían una funcionalidad amina en la posición 
20 presentan menor potencia que la salinomicina contra las células troncales cancerosas.

La introducción de una función amina en la posición 20 de la salinomicina da como resultado una actividad 5
significativamente mejorada contra las células CD24 (AM 5, AM8, AM11, AM12, AM13 y AM23); una mejora de 
hasta 18 veces.

La sustitución de la funcionalidad ácido carboxílico en la posición 1 de la salinomicina con un grupo éster da como 
resultado compuestos con una eficiencia más baja que la salinomicina (AM9 y AM10).10

Estos resultados demuestran que tanto la amina como un grupo funcional capaz de quelar el hierro, tal como un 
ácido carboxílico, resultan necesarios para una actividad mejorada. Se encuentra contemplado que la presencia 
de estos dos grupos funcionales ayude a la coordinación del hierro, favoreciendo de esta manera la reacción de 
Fenton en los lisosomas.15

Por lo tanto, los compuestos de fórmula (I) resultan útiles para el tratamiento del cáncer y/o para la prevención de 
las recaídas del cáncer y/o las metástasis.

Ejemplo 3: efecto de AM5, AM9 y AM13 sobre la proliferación de las células HMLER CD24-:20

Se evaluaron AM5, AM9, AM13 y salinomicina para su capacidad de inhibir la proliferación celular y la formación 
de mamosferas.

Los resultados se presentan en la figura 2.25

A 30 nM, AM5 y AM13 inhibían la proliferación celular con una eficacia mejorada en 10 veces respecto a la de la 
salinomicina.

En contraste, AM9 no inhibió la proliferación celular, ni siquiera a una concentración de 500 nM.30

De esta manera, estos resultados indican que los compuestos de fórmula (I) según la presente invención son 
capaces de inhibir la formación de mamosferas más eficientemente que la salinomicina.

Ejemplo 4: efecto de AM5, taxol y combinaciones de los mismos sobre la proliferación de las células 35
HMLER CD24-

Se evaluaron AM5, taxol y una combinación de AM5 y taxol para su capacidad de inhibir la proliferación celular y 
la formación de mamosferas.

40
Los resultados se presentan en la figura 3.
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La combinación de AM5 a una concentración de 15 nM y de taxol a 5 nM inhibe la proliferación celualr y la formación 
de mamosferas con una eficacia mejorada respecto a AM5 solo a 15 nM o 5 nM.

Ejemplo 5: efecto de AM5 sobre la formación de tumores de xenoinjerto5

Se recogieron cultivos de células de la estirpe de cáncer de mama humano MCF-7, se disociaron enzimáticamente, 
se lavaron en PBS y se resuspendieron en mezcla de PBS/Matrigel (1:1 en volumen). A continuación, se 
implantaron 0.1 ml de dicha mezcla en la almohadilla grasa mamaria de ratones Fox1nu desnudos atímicos hembra 
de 5 semanas de edad (Harlan, Francia). Los ratones se mantuvieron en jaulas individualmente ventiladas 10
(Tecniplast, Francia) bajo temperatura y humedad constantes; todos los experimentos se llevaron a cabo bajo flujo 
laminar (Tecniplast, Francia). Los ratones recibieron suplementación de estradiol (0.4 mg/kg) el mismo día y el 7º 
día desde la inyección de células, y se observaron y palparon para la aparición de tumores. Los ratones recibieron 
un análogo de la salinomicina (en la presente memoria, AM5, 3 mg por kg de peso corporal al día, inyección 
intraperitoneal) cada 5 días laborables de la semana durante 33 días. Se midió semanalmente el crecimiento 15
tumoral utilizando calibradores. Se determinó el volumen tumoral utilizando la fórmula estándar: L×W2×0.52, donde 
L y W son los diámetros más largo y más corto, respectivamente. Todo el trabajo con los animales se llevó a cabo 
siguiendo las directrices del Comité coordinador del Reino Unido en la investigación del cáncer.

Los resultados se proporcionan en la figura 4.20

Tras el tratamiento de AM5, el volumen tumoral y el peso tumoral eran más bajos.

Estos resultados son consistentes con el ensayo in vitro e indican que los compuestos de fórmula (I) según la 
presente invención son capaces de inhibir la formación tumoral en ratones desnudos.25

Ejemplo 6: la salinomicina y análogos activos inducen la muerte celular a través de la catálisis de Fenton 
lisosómica.

La muerte celular inducida por análogos de salinomicina resulta inhibida por el secuestrador de EOR N-30
acetilcisteína (NAC). Las estirpes celulares se incubaron con o sin 500 nM de análogos de Sal durante 48 h. Se 
evaluó la apoptosis mediante tinción con anexina V-FITC y PI y análisis de FACS.

Los resultados se proporcionan en la figura 5. Todos los datos se expresan como medias ± s.d. De tres 
experimentos individuales (*; P<0.05).35

Los datos indican que la salinomicina y AM5 inducen la muerte celular mediante la producción lisosómica de EOR.

Ejemplo 7: el hierro lisosómico media en la señalización de muerte celular activada por análogos de 
salinomicina.40

La muerte celular inducida por análogos de salinomicina resulta inhibida por el quelante de hierro lisosómico 
mesilato de deferoxamina (DFO). Las células se trataron tal como en el ejemplo 6, con o sin la concentración 
indicada de DFO durante 48 h. La apoptosis se evaluó tal como en el ejemplo 6.

45
Los resultados se proporcionan en la figura 6.

Los datos indican que el hierro lisosómico media en la señalización de muerte celular activada por análogos de 
salinomicina.

50
Ejemplo 8: efecto de AM5 y AM23 sobre la proliferación de las células HMLER CD24-:

Se evaluaron AM5 y AM23 y salinomicina para su capacidad de inhibir la proliferación celular y la formación de 
mamosferas.

55
Los resultados se proporcionan en las figuras 7 a 9.

A 30 nM, AM5 y AM23 inhibían la proliferación celular con una eficacia mejorada en diez veces en comparación 
con la salinomicina.

60
De esta manera, estos resultados indican que los compuestos de fórmula (I) según la presente invención son 
capaces de inhibir la formación de mamosferas más eficientemente que la salinomicina.

Ejemplo 9: IC50 de la salinomicina, AM5 y AM23 sobre las estirpes de células mamarias:
65

La tabla 1, a continuación, representa la IC50 de la salinomicina (Sal) y sus derivados AM5 y AM23 para un amplio 
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abanico de estirpes de células mamarias.

Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5x105 células/pocillo y se cultivaron durante 
la noche. A continuación, las células se trataron con diversas concentraciones (15, 30, 100, 500, 1000 y 10000 
nM) de salinomicina, AM5 y AM23 durante 72 h, 96 h y 108 h. Tras el tratamiento, se cuantificó la muerte celular 5
utilizando un ensayo de anexina V-FITC/yoduro de propidio (PI) siguiendo el protocolo del fabricante (kit II de 
detección de apoptosis de FITC-anexina V, 556570, BD PharmingenTM) y se analizaron mediante un citómetro de 
flujo LSRFortessaTM (BD Bioscience, San Jose, CA). Los datos se procesaron utilizando el software Cell Quest 
(BD Biosciences). Se determinaron las curvas de dosis-respuesta de muerte celular para el tiempo indicado.

10
Para las células tumorales, las células se clasificaron en función de su sensibilidad a los fármacos. En la presente 
memoria, las células más sensibles se incubaron durante 72 h; las células de sensibilidad intermedia, durante 96 h, 
y las células menos sensitivas o células resistentes se incubaron durante 108 h con fármaco a varias 
concentraciones.

15
Se utilizaron las concentraciones 30 nM, 500 nM y 1 µM para determinar la IC50 de los fármacos.

Los intervalos [30 - 500 nM] se refieren a que la IC50 está incluida en dicho intervalo con exclusión del valor 30 
nM.  

20
Tabla 1

Células tumorales Sal AM5 AM23
No hay tumores HBL 100 > 1 µM > 1 µM > 1 µM
Inmortalizada HMLE W2 > 1 µM > 1 µM 1 µM
1a sensibilidad (72 h) HMLER ID2 > 1 µM > 1 µM <30 nM

HMLER CD24low [30-500] nM <30 nM <30 nM
HMLER GFP 1 µM 1 µM 30 nM
HMLER ECAD_hp [30-500] nM [30-500] nM 30 nM
MCF-7. [30-500] nM [30-500] nM [30-500] nM
Zr75.1. 500 nM [30-500] nM [30-500] nM

2a sensibilidad (96 h) MDA-MB-361 500 nM 500 nM 1 µM
MDA-MB-134. [30-500] nM [30-500] nM > 1 µM
MDA-MD-157. 1 µM 500 nM [30-500] nM
MDA-MB-231. > 1 µM > 1 µM > 1 µM
BT474 > 1 µM > 1 µM > 1 µM

3a sensibilidad (108 h) Hs528T ND ND ND
BT20 500 nM [30-500] nM [30-500] nM
SW620 [500 nM - 1 µM] [30-500] nM [30-500] nM
SW480 [30-500] nM [30-500] nM [30-500] nM

Resistentes (108 h) BT549 > 1 µM > 1 µM > 1 µM
T47D > 1 µM > 1 µM > 1 µM

Las estirpes celulares SW620 y SW480 proceden de tumores de colon. La tabla 2 describe las especificidades 
esenciales de cada estirpe celular: 25

Tabla 2

Nombre Especificidades esenciales
HBL100 Estirpe celular epitelial mamaria humana obtenida a partir de cultivos primarios de células 

derivadas de una muestra de lactancia temprana de leche humana (de ATCC).
HMLE W2 Estirpe celular epitelial mamaria humana infectada por un retrovirus portador de TERT_h, 

SV40 (R.A. Weinberg, Whitehead Institute, Massachusetts Institute of Technology, USA)
HMLER ID2 Estirpe celular epitelial mamaria humana infectada por un retrovirus portador de TERT_h, 

SV40 y el alelo oncogénico HrasV12 (R.A. Weinberg, Whitehead Institute, Massachusetts 
Institute of Technology, EE.UU.)

HMLER 
CD24low

HMLER CD44high/CD24low no expresante de cadherina-E y que expresa vimentina (se 
obtuvo de A. Puisieux INSERM)

HMLER 
GFP_hp (ctrl)

Células HMLER que expresan un ARNhp de control (Ctrl_hp) Generalmente por infección 
con retrovirus codificante del plásmido pWZL-GFP. (R.A. Weinberg, Whitehead Institute, 
Massachusetts Institute of Technology, EE.UU.)

células de 
cáncer de 
mama HMLER

transformadas con ECAD_hp que muestran una inhibición mediada por ARN de horquilla 
pequeña (ARNhp) del gen CDH1 humano, que codifica la cadherina-E. Generalmente por 
infección con retrovirus codificante del plásmido pWZL-GFP. (R.A. Weinberg, Whitehead 
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Nombre Especificidades esenciales
Institute, Massachusetts Institute of Technology, EE.UU.)

MCF-7 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y luminal A (de la ATCC).

Zr75.1 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y luminal A (de la ATCC).

MDA-MB-361 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 
para receptor de progesterona (PR) y HER-2 y luminal B (de la ATCC). Se aislaron estas 
células de un sitio metastásico en el cerebro.

MDA-MB-134 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y luminal b (de la ATCC).

MDA-MD-157 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de negativas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y Basal (de la ATCC).

MDA-MB-231 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de negativas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y Basal (de la ATCC).

BT474 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 
para receptor de progesterona (PR) y HER-2 y luminal B (de la ATCC).

Hs578T Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de negativas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y Basal (de la ATCC).

BT20 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de negativas 
para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y Basal (de la ATCC).

SW620 Células de tumor de colon; derivadas de sitio metastásico: ganglio linfático (de la ATCC).
SW480 células tumorales de colon; derivadas de un adenocarcinoma primario del colon (de la 

ATCC).
BT549 Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de negativas 

para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y HER-2 y Basal (de la ATCC).
T47D Estirpe celular tumoral epitelial mamaria ductal humana clasificada en el grupo de positivas 

para receptor de estrógeno/progesterona (EP/PR) y luminal A (de la ATCC).

Estos resultados indican que AM5 y AM23 presentan una IC50 en comparación con la salinomicina similar o mejor 
según las células.

Ejemplo 10: influencia de AM23 en la inducción de EOR5

Se midieron los niveles de especies de oxígeno reactivo (EOR) mediante citometría de flujo o mediante microscopía 
de inmunofluorescencia de barrido confocal utilizando CM-H2DCF-DA (C6827, Invitrogen). Brevemente, se 
trataron células U2OS y HMLER CD24low tal como se indica en la figura 11 (30 nM, 500 nM o 1 µM de salinomicina, 
AM5 o AM23, o no tratadas, durante 48 h). A continuación, estas células se tripsinizaron y se incubaron con 5 µM 10
de CM-H2DCF-DA a 37ºC durante 40 min, se lavaron una vez con PBS y se contratiñeron con DAPI (0,5 µg/ml) 
para excluir las células no viables. Se determinó la intensidad media de fluorescencia como producción de EOR 
mediante citometría de flujo con un citómetro LSRFortessaTM (BD Bioscience, San Jose, CA). Para el análisis de 
microscopía de inmunofluorescencia, las células se sembraron sobre cubreobjetos y se trataron con derivados de 
salinomicina (inyección en medio de cultivo, seguido de tratamiento durante 24 h, 48 h y 72 h). Para visualizar los 15
lisosomas se utilizó LysoTracker® Red DND-99 (L-7528, Life technologies). A continuación, las células se fijaron 
con PFA al 4%/PBS. Se utilizó DAPI para visualizar el ADN nuclear. Se obtuvieron imágenes celulares utilizando 
un microscopio en tiempo real Deltavision (Applied Precision) o un microscopio ApoTome.2 (Zeiss). Se utilizó 
ImageJ para el procesamiento adicional de las imágenes.

20
Tal como se muestra en la figura 11, AM23 induce EOR en las células HMLER CD24low.

Ejemplo 11: medición del sodio intracelular y el crecimiento tumoral en ratones portadores de xenoinjerto 
de MCF-7

25
Medición del sodio intracelular: se mezclaron tampones de sodio y potasio (HEPES 10 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2
1mM, D-gluconato sódico 130 mM o D-gluconato potásico, NaCl/KCl 30 mM ) en diferentes proporciones para 
producir cinco tampones con diversas concentraciones de sodio (0, 20, 40, 80, 160 mM). Se utilizó nigericina 
(N7143, Sigma, 10 µM) y monensina (M5273, Sigma, 10 µM) para equilibrar la concentración intracelular de sodio 
y establecer una curva de calibración. Se recolectaron las células HMLER CD24low y se resuspendieron en tampón 30
ECS (HEPES 15 mM, KCI 5.4 mM, NaCl 140 mM, glucosa 10 mM, MgCl2 1 mM,  CaCl2 1.8 mM, BSA al 0.1%, pH 
7.6) que contenía 10 µM de la sonda específica de sodio (SBFI-AM, S-1263, Molecular Probes®) y Pluronic F-127 
al 0.2% (P2443, Sigma), y se incubaron durante 1 h en la oscuridad a 37ºC. A continuación, las células se lavaron 
para eliminar el exceso de pigmento y se incubaron durante 30 min adicionales en tampón de ECS. Las células se 
introdujeron en una placa de 96 pocillos (1000 células/pocillo) y se trataron con derivados de salinomicina a una 35
concentración comprendida entre 0.03 y 20 µm (AM5: 0.120 µM, AM13: 0.120 µM, AM9: 20 µM; salinomicina: 
20 µM y 1 µM) durante 5 min. Cada pocillo se excitó secuencialmente a 340 y 370 nm y se registró la emisión a 
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500 nm. Se evaluó la respuesta espectral del SBFI tras la unión de sodio, mediante la medición de la proporción 
de excitación (340/370 nm). Las mediciones se llevaron a cabo en un lector de microplacas Perkin Elmer Wallac 
1420 Victor2 a 37ºC.

Experimentos de formación de tumores de xenoinjerto: se recolectaron cultivos de células MCF-7, se disociaron 5
enzimáticamente, se lavaron con PBS y se resuspendieron en una mezcla de PBS/Matrigel (1:1 v/v). A 
continuación, la mezcla (0.1 ml) se implantó en la almohadilla grasa mamaria de ratones Fox1nu desnudos atímicos 
hembra de 5 semanas de edad (Harlan, Francia). Los ratones se mantuvieron en jaulas individualmente ventiladas 
(Tecniplast, Francia) bajo temperatura y humedad constantes. Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo 
flujo laminar (Tecniplast, Francia). Los ratones recibieron suplementación de estradiol (0.4 mg/kg) el mismo día y 10
el 7º día desde la inyección de células, y se observaron y palparon para la aparición de tumores. Los ratones se 
trataron con AM5 o paclitaxel (3 mg/kg peso corporal/día) mediante inyecciones intraperitoneales cada 5 días 
laborables de la semana. Se midió semanalmente el crecimiento tumoral utilizando calibradores. Se determinó el 
volumen tumoral utilizando la fórmula estándar: L×W2×0.52, donde L y W son los diámetros más largo y más corto, 
respectivamente. Todos los estudios con animales fueron aprobados por la Direction des services Vétérinaires, 15
Prefecture de Police, Paris, Francia (número de autorización A75-14-08) y el comité ético (número 34) de la Paris 
Descartes University. No se utilizó aleatorización y los experimentos fueron ciegos a los tratamientos 
farmacológicos y análisis de tejidos.

Aunque la salinomicina indujo un rápido incremento del sodio intracelular utilizando una dosis de hasta veinte veces 20
el valor de la IC50, los derivados de salinomicina no presentaron ningún efecto sobre el transporte del sodio a dosis 
eficaces contra la proliferación de células HMLER CD24low (fig. 12). Estos datos contradicen la idea de que la 
salinomicina afecta selectivamente al mantenimiento de las CSC mediante la alteración directa de los potenciales 
de membrana. En contraste, AM9 resultó ineficaz en estos ensayos, validando al carboxilato como motivo requerido 
para alterar el mantenimiento de las CSC, y el paclitaxel por sí solo presentó una eficacia reducida contra la 25
formación de tumoresferas.

Además, AM5 evitó el crecimiento tumoral en ratones portadores de xenoinjerto de MCF-7 (fig. 13).

Ejemplo 12: evaluación de la toxicidad30

Histología. Se extrajeron los órganos de los ratones en el momento del sacrificio. Para los análisis morfológicos, 
se fijaron los órganos con paraformaldehído al 4%, se incluyeron en parafina y se tiñeron secciones de 4 µm con 
hematoxilina y eosina (H+E). Las secciones se escanearon a alta resolución utilizando un escáner de portas 
(NanoZoomer 2.0-HT, Hamamatsu, Massy, Francia). Se muestran imágenes representativas en la figura 14.35

No se observó toxicidad genérica tras el tratamiento con una dosis eficaz de AM5, según se observa por la 
integridad de los tejidos periféricos y el peso corporal constante durante todo el tratamiento (figura 15).

Todas las muestras de pulmón de los grupos no tratados y tratados mostraron agregados de macrófagos 40
multifocales mínimos a moderados en los alveolos. Este resultado es poco significativo y se observa habitualmente 
en ratones. En 4 ratones (2 no tratados y 2 tratados), se observaron infiltrados de células mononucleares 
intersticiales extrapulmonares. Muy probablemente poco significativos y no relacionados con los tratamientos. En 
los ratones no tratados, se observó una densificación pulmonar subpleural focal con fibrosis intersticial y infiltrados 
celulares atípicos que evocaban células tumorales (metástasis). Un artefacto de grandes dimensiones sobre la 45
lesión (pliegue de tejidos) interfería con el análisis. 

No se observaron cambios significativos en riñones.

Ejemplo 13:50

Se cultivaron células MDA-MB-231 con o sin inhibidor de catepsina-B (COA74-Me, 30 µM) y/o salinomicina, AM5 
o AM23 (500 nM) durante el periodo indicado (48 h, 96 h, 108 h). A partir del tratamiento, se evaluaron las células 
muertas mediante ensayo de DIOC6(3)/DAPI y se analizaron mediante citometría de flujo. La representación 
gráfica del porcentaje de células muertas (negativas para DIOC6(3)/positivas o negativas para DAPI) se muestra55
en la figura 16. La inhibición de catepsina-B y el tratamiento de salinomicina, AM5 o AM23 se combinaron para 
inducir la muerte de la estirpe celular de cáncer mamario humano MDA-MB-231.

El análisis de FACS de EOR en las células tratadas durante 48 h se representa en la figura 17. La inhibición 
farmacológica de la catepsina-B evita que AM5 induzca la producción de EOR en células HMLER CD24low.60
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de fórmula (I), enantiómeros, mezcla de enantiómeros, diastereoisómeros y mezcla de 
diastereoisómeros del mismo:

5

en el que:

- W se selecciona de entre el grupo que consiste en =O; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -10
NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8;

- X se selecciona de entre el grupo que consiste en =O, -OH; -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; 
-NR3-(CH2)n-N+R6R7R8 y -O-(CH2)n-N+R6R7R8,

15
- Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; y -NR3-(CH2)n-N+R6R7R8, 

R1 y R2, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C16);
alquenilo (C3-C16); alquinilo (C3-C16); cicloalquilo C3-C16; arilo; heteroarilo; alquil (C1-C6)-arilo; alquil (C1-
C6)-heteroarilo; o R1 representa H y R2 representa OR9, en el que R9 es H, alquilo (C1-C6), arilo y alquil 20
(C1-C6)-arilo;

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en H; alquilo C1-C6; alquil (C1-C6)-arilo;

R4 y R5, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C6); arilo 25
y alquil (C1-C6)-arilo;

R6, R7 y R8, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C6); arilo
y alquil (C1-C6)-arilo;

30
- Z se selecciona de entre el grupo que consiste en OH; NHNR9R10; NHOC(O)R11; N(OH)-C(O)R11; OOH, 

SR12; 2-aminopiridina; 3-aminopiridina; -NR3-(CH2)n-NR4R5; y -NR3-(CH2)n-OH, en el que: 

R9 y R10, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H, alquilo (C1-C6), arilo 
y alquil (C1-C6)-arilo;35

R11 se selecciona de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C16); alquenilo (C3-C16);

alquinilo (C3-C16); arilo; heteroarilo; alquil (C1-C6)-arilo; alquil (C1-C6)-heteroarilo;
40

R12 se selecciona de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C16); alquenilo (C3-C16);

alquinilo (C3-C16); arilo; heteroarilo; alquil (C1-C6)-arilo; alquil (C1-C6)-heteroarilo, n = 0, 2, 3, 4, 5 o 6.

2. Compuesto según la reivindicación 1, en el que: 45

R1 y R2, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C16); alquenilo 
(C3-C16); alquinilo (C3-C16); cicloalquilo (C3-C16); y alquil (C1-C6)-heteroarilo,

R3 se selecciona de entre el grupo que consiste en H; y alquilo (C1-C6);50

R4 y R5, idénticos o diferentes, se seleccionan de entre el grupo que consiste en H; alquilo (C1-C6); y alquil (C1-
C6)-arilo.

3. Compuesto según la reivindicación 1 o 2, en el que R1 es H y R2 se selecciona de entre el grupo que consiste 55
en alquilo (C1-C16), ventajosamente alquilo (C3-C14); alquenilo (C3-C16), ventajosamente alquenilo (C3-C5); alquinilo 
(C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5); cicloalquilo (C3-C16), ventajosamente cicloalquilo (C3-C6); y alquil (C1-
C6)-heteroalquilo, ventajosamente CH2-piridinilo.
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4. Compuesto de fórmula (I) según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que Z es OH o NHOH, 
ventajosamente OH.

5. Compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que W y X, idénticos o diferentes, se 5
seleccionan de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -NR3-(CH2)n-
N+R6R7R8; y -O-(CH2)n-N+R6R7R8; R1 a R8 y n siendo como se ha definido anteriormente.

6. Compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que X o Z, idénticos o diferentes, se 
seleccionan de entre el grupo que consiste en -NR1R2; -NR3-(CH2)n-NR4R5; -O-(CH2)n-NR4R5; -NR1-(CH2)n-10
N+R6R7R8; y -O-(CH2)n-N+R6R7R8; R1 a R8 y n siendo como se ha definido anteriormente.

7. Compuesto de fórmula (I) según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que X se selecciona de entre el
grupo que consiste en =O y OH, ventajosamente OH e Y se selecciona de entre el grupo que consiste en -NR1R2; 
-NR3-(CH2)n-NR4R5; y -NR1-(CH2)n-N+R6R7R8; R1 a R8 y n siendo como se ha definido anteriormente.15

8. Compuesto según la reivindicación 7, en el que X es OH, Z es OH e Y es NR1R2  en el que R1 es H y R2 se 
selecciona de entre el grupo que consiste en alquilo (C1-C16), ventajosamente alquilo (C8-C14); alquenilo (C3-C16), 
ventajosamente alquenilo (C3-C5); alquinilo (C3-C16), ventajosamente alquinilo (C3-C5) y cicloalquilo (C3-C16), 
ventajosamente cicloalquilo (C3-C6).20

9. Compuesto según la reivindicación 1, seleccionado de entre el grupo que consiste en: 
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10. Compuesto según cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la utilización como un fármaco.

11. Compuesto para la utilización según la reivindicación 10 en el tratamiento del cáncer, ventajosamente el cáncer 5
de mama.

12. Compuesto para la utilización según la reivindicación 10 en la prevención de la recaída de cáncer y/o las 
metástasis.

10
13. Compuesto para la utilización según la reivindicación 10 en el tratamiento del paludismo.

14. Composición farmacéutica que comprende por lo menos un compuesto de fórmula (I) según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 9, una sal farmacéuticamente aceptable, solvato o hidrato del mismo y por lo menos un 
excipiente farmacéuticamente aceptable, ventajosamente para la utilización en el tratamiento del cáncer, tal como 15
el cáncer de mama.
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15. Composición farmacéutica según la reivindicación 14, que comprende además otro fármaco anticanceroso, 
ventajosamente adriamicina y ciclofosfamida o docetaxel.

16. Producto farmacéutico que comprende: 
5

a) el compuesto de fórmula (I) según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y

b) otro compuesto de quimioterapia, tal como adriamicina y ciclofosfamida o docetaxel,

como producto de combinación para la utilización simultánea, separada o escalonada como un medicamento, en 10
particular en el tratamiento del cáncer, ventajosamente el cáncer de mama.
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