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DESCRIPCION
Tratamiento combinado de cancer
Campo técnico

La presente descripcion se refiere al tratamiento del cancer, en particular a los procedimientos de sensibilizacion de
las células cancerosas a un tratamiento anticancerigeno mediante la administracién de una cantidad efectiva de un
modulador VRAC.

Antecedentes

El cancer es una carga abrumadora para nuestra sociedad con aproximadamente 14 millones de nuevos casos de
cancer diagnosticados en 2014. A pesar de la introduccion de muchas nuevas modalidades/opciones de tratamiento,
la resistencia de novo o adquirida a los tratamientos aplicados todavia representa la principal causa de muerte por
cancer.

Los canales anidnicos regulados por volumen (VRAC) estan presentes en la mayoria de las células de mamiferos.
Una funcién importante de VRAC es la regulacién del volumen celular. Al hincharse la célula en solucién hipoténica,
estos canales se activan y los iones de cloruro fluyen fuera de la célula en paralelo con los iones de potasio (a través
de los canales de potasio) y el agua, restaurando asi el volumen celular original.

Los compuestos capaces de bloquear la actividad de VRAC se caracterizan en Helix y col., J. Membrane Biol. 196
(2003). Por ejemplo, NS3728 (Endovion; SCO-101) es un potente bloqueador de VRAC oralmente activo.

El documento WO 98/47879 y el documento WO 00/24707 describen moduladores de VRAC, incluido NS3728, y su
uso en el tratamiento de la anemia de células falciformes.

El documento WO 2004/012733 describe moduladores de VRAC, incluido NS3728, y su uso en el tratamiento de
enfermedades que responden a la terapia antiangiogénica, en particular el tratamiento antimetastéasico.

Stenvang y col., Simposio AACR-NCI-EORTC: Objetivos moleculares y terapéutica del cancer, 24-09-2015 describe
que el compuesto disulfiram vuelve a sensibilizar las células que son resistentes a un inhibidor de topoisomerasa |
(NS-38), y que NS3728 vuelve a sensibilizar las células que son resistentes a un inhibidor mitético (doxetaxel).

Daudigeos-Dubus y col., PLoS One, 2015, 10 (11), e0142612, 1-20; Schmieder y col., Internat. J. Cancer, 2014, 135
(6), 1487-96; y Lu y col., OncoTargets and Therapy, 2014 (7), 2143-6 describen que el regorafenib tiene un efecto
sinérgico con irinotecan y mejora su citotoxicidad.

Samalin y col., Brit. J. Cancer, 2014, 110 (5), 1148-954 y Mross y col., Eur. J. Cancer, 2007, 43 (1), 55-63 describen
que sorafenib mas irinotecan demostré actividad sinérgica sin mayor toxicidad.

Suny col., J. Clin. J. Cancer, 2010, 28 (18), 2947-51 y Awada y col., Eur. J. Cancer, 2012, 48 (4), 465-74 describen el
uso combinado de doxetaxel y sorafenib para el tratamiento del cancer gastrico.

Pedersen y col., Internat. J. Oncol., 2014, 45, 2167-75 y Lethert y col., J. Clin. Onco., 2012, 30, (15 supl.), 11042
describen la eficacia de sorafenib para el tratamiento del cancer de mama resistente a tamoxifeno o fulvestrant.

El documento WO 2007/104719 y el documento EP 1 526 851 describen que una serie de difenilureas, que carecen
del resto tetrazolilo de NS3728, son inhibidores de VRAC y utiles para el tratamiento del cancer y pueden usarse en
combinacion con un inhibidor mitético tal como docetaxel.

Estudios anteriores han indicado un papel para VRAC en la capacidad de las células cancerosas de sufrir apoptosis y
se ha demostrado que NS3728 inhibe la apoptosis mediada por cisplatino in vitro (Poulsen y col., Am J Physiol Cell
Physiol, 2010; Sorensen y col., Am J Physiol Cell Physiol, 2016; Planells_Cases, R. y col., EMBO J., 2015).

El tratamiento quimioterapéutico del cancer colorrectal metastasico (mMCRC) se basa generalmente en el farmaco
antimetabolito 5-fluorouracilo (5FU) combinado con el agente de unién al ADN oxaliplatino (por ejemplo, el régimen
FOLFOX) o el inhibidor de topoisomerasa | irinotecan (por ejemplo, el régimen FOLFIRI) y a menudo administrado en
combinacion con tratamiento bioldgico, por ejemplo, farmacos dirigidos a EGFR o farmacos antiangiogénicos. A pesar
de la eficacia de estos regimenes combinados, que han aumentado significativamente la tasa de respuesta y la
supervivencia de los pacientes con mCRC (Cunningham y col., 2010; Gallagher y Kemeny, 2010), solo del 30 al 50 %
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de los pacientes tratados muestran una respuesta objetiva a cualquiera de las terapias combinadas y la progresion
del cancer a pesar del tratamiento de quimioterapia es un resultado comun (Gallagher y Kemeny, 2010; Goldberg y
col., 2004). Para empeorar las cosas, la tasa de respuesta objetiva al tratamiento de quimioterapia de segunda linea
de mCRC FOLFOX a pacientes tratados previamente con FOLFIRI y viceversa se reduce al 10-20 % y la respuesta
objetiva al tratamiento de tercera linea casi no existe. Por lo tanto, esta claro que la resistencia a los farmacos de novo
(preexistente) o adquirida constituyen el principal problema en el manejo de mCRC. Se pueden sacar conclusiones
similares cuando se analiza el CRC primario donde una gran proporcion (30-40 %) de pacientes en etapa Ill que
reciben quimioterapia adyuvante (con mayor frecuencia FOLFOX o XELOX) presentaran recurrencia de la enfermedad
después de la quimioterapia.

El cancer de mama (BC) es una enfermedad heterogénea que también se refleja en un patron de respuesta
heterogéneo a varios tipos de quimioterapia. En el tratamiento adyuvante de BC, los farmacos mas utilizados son los
citotéxicos, incluidas las antraciclinas (inhibidores de la topoisomerasa 2) y los taxanos. Estos farmacos se administran
con mayor frecuencia junto con ciclofosfamida. Para los pacientes con CB positivo del receptor de estrégeno, el
tratamiento adyuvante con mayor frecuencia incluye antiestrégenos como inhibidores de la aromatasa, antagonistas
del receptor de estrogeno (tamoxifeno y fulvestrant). Sin embargo, aproximadamente el 18-20 % de los pacientes que
reciben tratamiento anticancerigeno sistémico adyuvante o neoadyuvante experimentaran una recurrencia de la
enfermedad. En pacientes con BC metastasico (mBC), las tasas de respuesta a la terapia sistémica varian del 60 %
en el tratamiento de primera linea con una disminucion rapida al 20-25 % al alcanzar el tratamiento de 3 *a 4 “linea.
Estas cifras indican claramente un alto grado de resistencia de novo y resistencia adquirida que conduce a la
progresion de la enfermedad y la muerte de miles de mujeres cada afio.

De ello se deduce que la identificacion, caracterizacion y validacion preclinica y clinica de nuevos farmacos y
combinaciones de farmacos para el tratamiento del cancer y, en particular, el cancer resistente a los farmacos,
constituyen una necesidad médica muy insatisfecha.

Resumen

La presente invencidn proporciona un nuevo régimen de tratamiento para el cancer y es particularmente adecuada
para el tratamiento de canceres resistentes a la quimioterapia. El régimen de tratamiento de la presente invencion
comprende el tratamiento con un compuesto capaz de modular la actividad de los canales aniénicos regulados por
volumen (VRAC), es decir, el modulador VRAC Endovion (NS3728). Sorprendentemente, se ha demostrado que el
tratamiento conjunto con NS3728 mejora el efecto de un tratamiento contra el cancer. Ademas, se muestra que el
tratamiento conjunto con NS3728 es capaz de volver a sensibilizar las células cancerosas resistentes a la
quimioterapia para el tratamiento con ciertos agentes quimioterapéuticos.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un modulador VRAC de formula |

FoC NH _NH

Br
o 0)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un tratamiento anticancerigeno para su uso en el tratamiento del
cancer, donde el tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de entre irinotecan, su
metabolito activo SN-38 o topotecan.

En un segundo aspecto, la presente invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
efectiva de un modulador VRAC de férmula |
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un tratamiento anticancerigeno y uno o mas adyuvantes,
excipientes, vehiculos, tampones y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, donde el tratamiento anticancerigeno
es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de entre irinotecan, su metabolito activo SN- 38 o topotecan.

En un tercer aspecto, la presente invencioén se refiere a una composicion que comprende una cantidad efectiva de un
modulador VRAC de férmula |

N

N
i i
Ny N

©
FaC NH }(&H
N Br
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"
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad efectiva de un tratamiento anticancerigeno para su
uso como medicamento, donde el tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de
entre irinotecan, su metabolito activo SN-38 o topotecan.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a un kit de piezas que comprende un modulador VRAC de
férmula |

Fo I NH ~I]/Ni-i
© Br

0
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un tratamiento anticancerigeno, donde el modulador VRAC y el
tratamiento anticancerigeno estan formulados para la administracion simultanea, secuencial o separada y
opcionalmente instrucciones de uso, donde dicho tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa |
seleccionado de entre irinotecan, su metabolito activo SN-38, o topotecan.
Descripcion de los dibujos

Figura 1 Efecto de las dosis diarias de NS3728 (40 mg/kg PO), temozolamida (Temodal) (25 mg/kg IP) y la combinacion
de las mismas en el crecimiento de xenoinjertos de glioblastoma C9 in vivo.

Figura 2 Efecto de las dosis diarias de temozolamida NS3728 (40 mg/kg) (Temodal) (5 mg/kg IP), y la combinacién de
las mismas en el crecimiento de células de glioblastoma C9 en el modelo de saco de aire subcutaneo (SAS) in vivo.

Figura 3 Efecto de NS3728 (80 mg/kg, PO), 5-flourouracilo (30 mg/kg, IP) y la combinacién de los mismos en el
crecimiento de xenoinjertos de tumor de colon HT29 en comparacién con ratones tratados con vehiculo in vivo.

Figura 4 Efecto de NS3728 (80 mg/kg, PO), paclitaxel (5 mg/kg, IP) y la combinacién de los mismos en el crecimiento
de xenoinjertos de tumor de colon HT29 en comparacion con ratones tratados con vehiculo in vivo.

Figura 5 Efecto de NS3728, docetaxel y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células de
cancer de mama MCF7 resistentes a docetaxel in vitro Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 6 Efecto de NS3728, docetaxel y la combinaciéon de los mismos sobre la viabilidad celular de las células de
cancer de mama MDA-MB-231 resistentes a docetaxel in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 7 Efecto de NS3728, oxalipatina y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células
cancerosas parentales HCT116 CRC in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 8 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células cancerosas
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parentales HCT116 CRC in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 9 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células cancerosas
parentales HT29 CRC in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 10 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas parentales LoVo CRC in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 11 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas HCT116 CRC resistentes a SN-38 in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 12 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas HT29 CRC resistentes a SN-38 in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 13 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas LoVo CRC resistentes a SN-38 in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 14 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas HT29 CRC resistentes a oxaliplatino in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 15 Efecto de NS3728, SN-38 y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células

cancerosas LoVo CRC resistentes a oxaliplatino in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 16 Efecto de NS3728, tamoxifeno y la combinacion de los mismos sobre la viabilidad celular de las células de
cancer de mama MCF7/LCC2 resistentes a tamoxifeno in vitro. Las barras de error son desviaciones estandar.

Figura 17 Efecto de NS3728, I1C1182,780 (Fulvestrant/Faslodex) y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad
celular de células de cancer de mama MCF7/LCC9 resistentes a 1CI182,780 in vitro. Las barras de error son
desviaciones estandar.

Descripcion detallada

La invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Cualquier realizaciéon que no se encuentre dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invencion.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el tratamiento conjunto del cancer con un
modulador VRAC y una terapia anticancerigena, como un agente quimioterapéutico, ha aumentado la eficacia en
comparacién con la monoterapia, y ademas sensibiliza nuevamente las células cancerosas quimiorresistentes al
tratamiento, y por lo tanto proponen un nuevo régimen de tratamiento para el cancer donde se administra un modulador

VRAC para potenciar el efecto terapéutico de un tratamiento anticancerigeno y/o sensibilizar las células cancerosas
al tratamiento anticancerigeno.

VRAC

Los canales anidnicos regulados por volumen (VRAC) estan presentes en la mayoria de las células de mamiferos.

Una funcién importante de VRAC es la regulacién del volumen celular: Al hincharse la célula en solucién hipotdnica,
estos canales se activan y los iones de cloruro fluyen fuera de la célula en paralelo con los iones de potasio (a través
de los canales de potasio) y el agua, restaurando asi el volumen celular original.

La familia de genes que codifica los VRAC fue identificada esencialmente simultdneamente por dos grupos
independientes en 2014 como la familia LRRC8 (Voss y col, 2014, Science 344 (6184): 634-8 y Qui y col, 2014, Cell
157 (2): 447-58). VRAC también se ha conocido histéricamente en la bibliografia como canal de anién de osmolito
organico sensible al volumen (VSOAC), rectificador externo sensible al volumen (VSOR), canal de anién dependiente
del voltaje (VDAC), rectificador externo sensible al volumen humano (HSVOR), canal de cloruro regulado por volumen
(VRCIC) e | cide hinchamiento. Actualmente se supone que estas manifestaciones fenotipicas son el resultado de diferentes
composiciones de subunidades LRRC8 en el VRAC funcional expresado en diferentes tipos de células.

El VRAC es un canal aniénico distribuido de forma casi ubicua, que se activa por la inflamacién celular y/o una
disminucion de la fuerza idnica intracelular. Es el canal que media el aumento de la conductancia aniénica durante la
disminucion del volumen regulatorio (RVD). En los registros electrofisioldgicos, el VRAC muestra rectificacion externa
y en la mayoria de las células una pronunciada inactivacion dependiente del voltaje a potenciales de membrana
positivos. VRAC es altamente anién selectivo con una secuencia de selectividad Unica para pequefios iones
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inorganicos: SCN -<| = NO 3~ <Br -<CI -<HCO 3"~ <F - (secuencia de selectividad de haluro de Eisenman tipo I) y, -que
dependen de la composicién de la subunidad especifica, - que tienen un poro ancho que también permite la
penetracion de una gran cantidad de moléculas organicas cargadas negativamente o neutras como el cisplatino.

La activacion de VRAC es obligatoria dependiendo de la presencia de ATP intracelular y las complejas cascadas de
sefializacion intracelular que involucran proteinas quinasas apoyan el procedimiento de activacion.

Bloqueador VRAC

El modulador VRAC es un bloqueador VRAC. EIl término "bloqueador de VRAC" se usa indistintamente en esta
invencién con el término "inhibidor de VRAC". Un bloqueador VRAC es un compuesto que inhibe el transporte
transmembrana de cloruro o cualquier otro anién o molécula neutra en respuesta al hinchamiento celular o la
disminucion de la fuerza iénica intracelular.

Un compuesto que actia como un inhibidor de VRAC se une a la proteina del canal y ejerce su efecto inhibidor
discernible a través de uno o mas de los procedimientos de medicion de la funcion VRAC como se describe en esta
invencion. Los compuestos inhibidores pueden actuar a través de uno o mas modos de accion tedricos (MOA), cuyos
principales grupos son:

1) Una forma de obtener la inhibicién es obstruyendo directamente (bloqueando) el flujo de corriente a través del canal
abierto uniéndose en algun lugar de la regién de poros transmembrana del canal. Dichas moléculas a veces se
denominan "bloqueadores" en la técnica.

2) Otra forma, mucho mas heterogénea, de obtener la inhibicion es impedir o retrasar los procedimientos de activacion
natural del canal y/o estimulando/acelerando sus procedimientos de inactivacion o desactivacion naturales. En general,
se espera que tales moléculas den como resultado una probabilidad reducida de encontrar una proteina de canal
individual en su configuraciéon abierta (probabilidad de estado abierto reducida, P o) Dichas moléculas pueden
mencionarse colectivamente como "moduladores de activacion negativa", sin importar en qué procedimientos
microscopicos influyan. Un modulador de activacion negativa también se denomina a veces "modulador alostérico
negativo" o "NAM".

La elucidacion del MOA detallado para un compuesto particular es una tarea muy dificil y puede requerir la combinacion
de mediciones funcionales de alta sensibilidad (por ejemplo, grabaciones de un solo canal como se menciona en esta
invencion) e informacion estructural de alta resolucion (por ejemplo, cristalografia, analisis de secuencias, analisis de
mutagénesis etc.) En el presente caso, no se determina inequivocamente qué MOA son responsables de los efectos
inhibidores de VRAC de los moduladores de VRAC mencionados en esta invenciéon. Por lo tanto, se denominan
colectivamente bloqueadores VRAC.

El potencial de una sustancia determinada para actuar como un bloqueador VRAC puede determinarse utilizando
procedimientos de prueba de laboratorio estandar, como

a) tecnologia de pinza de parche de célula completa o de un solo canal, o las versiones automaticas de HTC de la
misma

b) electrofisiologia de microelectrodos (electrodos penetrantes y afilados),

c) ensayos de flujo (por ejemplo, is6topos radiactivos y no radiactivos),

d) colorantes fluorescentes (por ejemplo, potencial de membrana o indicadores de concentracion de cloruro),

e) mediciones de volumen celular (por ejemplo, dispersién de luz, mediciones de contador de rejas o procedimientos
Opticos como el andlisis de imagenes).

Para medir la actividad VRAC es necesario activar la proteina del canal hinchando la célula (por ejemplo, por
exposicion a una solucion de Ringer extracelular hipoténica) o haciendo que la solucién intracelular sea hiperténica o
de baja fuerza idnica (solo algunas tecnologias lo permiten, es decir, la pinza de parche de célula completa se describe
en 1.a a continuacion)

La actividad VRAC se registra mas directamente por procedimientos electrofisiolégicos que permiten mediciones
directas de la corriente de anién transmembrana activada por hinchamiento a un potencial de membrana fijo (pinza de
voltaje). Las posibilidades son:

Técnicas manuales
a) Pinza de parche de célula completa manual (medicién de la corriente de aniones de toda la membrana celular).
Esta es la configuracion mas realista para la deteccién de farmacos. La configuracién unida a la célula (medicién de

la corriente a través de relativamente pocos canales i6nicos expresados en una pequefia parte de la membrana celular)
se ha utilizado en algunos casos en la bibliografia, y lo mismo cuenta para las configuraciones extirpadas, donde los
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fragmentos de membrana han sido aislados en la punta de la pipeta de parche (configuraciones de adentro hacia
afuera y afuera). Estos procedimientos son principalmente relevantes en investigaciones biofisicas o en el
esclarecimiento del modo de accién de compuestos especificos (bajo rendimiento).

b) Grabaciones de parches perforados (esencialmente la misma configuracién que la configuracion de la célula
completa descrita en 1a, con la diferencia de que no se ha establecido un agujero en la membrana, sin embargo, una
conexion de baja resistencia al interior de la célula mediante el uso de agentes permeabilizantes (tipicamente péptidos
bacterianos formadores de poros, como la anfotericina B). El rendimiento es considerablemente mas bajo que el
procedimiento de células completas, pero tiene la ventaja de mantener el medio celular mas cerca de la composicion
fisiolégica durante el registro. (En el contexto de VRAC, que depende del ATP intracelular, esta molécula no necesita
aplicarse a la solucidn de pipeta como lo ha hecho en toda la configuracion celular).

c) Electrofisiologia "clasica" manual utilizando electrodos penetrantes de membrana "afilados". No se implementa
facilmente para la deteccidon de farmacos, ya que el procedimiento es muy dificil de usar con lineas celulares de
laboratorio pequenas tipicas (HEK, CHO, etc.)

Técnicas automaticas

d) Diversas formas de electrofisiologia HTS, que hoy se ejemplifica con QPatch o QUBE de Sophion Bioscience
(Korsgaard, MP y col., Comb Chem High Troughput Screen, 2009; Chambers, C y col., Assay Drug Dev Technol.,
2016) o los sistemas Nanion. Basicamente, todos los procedimientos realizan mediciones de células completas (véase
a) o mediciones de parches perforados (véase b) utilizando un sustrato de vidrio plano o silicio montado en un chip, lo
que permite un alto grado o la automatizacion de las mediciones y el manejo de compuestos/fluidos en un conjunto
paralelo arriba.

Se pueden medir mas efectos indirectos de la activacion de VRAC mediante:

a) Expresion (estable, transitoria o inducible) de una proteina o péptido fluorescente sensible al haluro en la célula en
cuestion (es decir, HEK293). La mas utilizada es la proteina fluorescente amarilla (YFP), cuya emisiéon de luz es
extremadamente sensible al tipo y concentracién de haluros en el medio. En este contexto, se aprovecha que el efecto
del ion yoduro es mucho mas pronunciado que el ion cloro. Al aplicar iones de yoduro (que son mas permeables a
través de VRAC que los iones Cl) a la solucion extracelular, se logra que estos pasen la membrana al interior de la
célula cuando VRAC se abre (en la direccion opuesta de los iones de cloro que salen de la célula). De este modo, la
activacion de VRAC se informa por el aumento de la emision de luz de YFP. Se espera que los inhibidores de VRAC
amortiglien esta emision (menos influjo de iones de yoduro) y, por lo tanto, el procedimiento puede usarse para
cuantificar la potencia y el grado de inhibicion.

b) El grado de hinchamiento de las células que expresan VRAC puede seguirse directamente midiendo el tamafio de
la célula, por ejemplo mediante un contador de rejas, técnicas de dispersion de luz, técnicas microscépicas o
mediciones de impedancia. La inhibicion de VRAC no afectara el procedimiento de hinchazén, pero impedira o
retrasara el procedimiento de recuperacion de volumen llamado RVD (disminucién del volumen regulatorio) que es
impulsado por la activacién de VRAC. Es importante darse cuenta de que al medir tanto el YFP como el tamafio de la
célula, uno se basa cada vez mas en los efectos indirectos "aguas abajo" de la activacion de VRAC, lo que aumenta
significativamente el riesgo de registrar sefiales tanto falsas positivas como falsas negativas. Tales resultados, por lo
tanto, generalmente se validan mediante el uso de mediciones electrofisioldgicas.

c) Se pueden acoplar muchos otros procedimientos a la activacion de VRAC, pero estos son alin mas indirectos. Los
efectos en los ensayos de migracion, proliferacion, citotoxicidad, apoptosis en lineas celulares especiales pueden ser
importantes por derecho propio con respecto a la prediccion de los efectos del cancer in vivo, pero ninguno depende
unicamente del VRAC.

La expresion de VRAC se puede medir, por ejemplo, mediante gPCR, hibridacién in situ o anticuerpos.

Los bloqueadores VRAC que son derivados de difenilurea se describen en el documento WO 98/47879 y/o el
documento WO 00/24707.

En una realizacién de la presente descripcion, los bloqueadores VRAC muestran valores de CI50 de menos de 10 uM,
tal como menos de 1000 nM, por ejemplo menos de 100 nM, tal como menos de 50 nM, por ejemplo menos de 10 nM
para inhibicion in vitro segun los procedimientos de prueba estandar.

En una realizacion de la presente descripcion, el bloqueador VRAC tiene una CI50 de 5 pM o menos, tal como 3 pM
0 menos, por ejemplo 1 yM o0 menos, tal como 0,5 yM o menos, por ejemplo 0,1 uM o menos, tal como 10 nM o0 menos,
por ejemplo 5 nM o0 menos.

En una realizacion de la presente descripcién, el bloqueador VRAC tiene una CI50 de 2 uM o menos, tal como 1 uM

0 menos, tal como 0,5 yM o menos, por ejemplo 0,1 uM o menos, tal como 10 nM o menos, por ejemplo 5 nM 0 menos.
En una realizacién preferida de la presente descripcion, el bloqueador VRAC tiene una C150 de 0,5 pM o menos.
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Un ejemplo de un bloqueador VRAC es un compuesto de formula general |

H R?

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

donde R ?representa tetrazolilo; y

R3 R4 R5R® R'" R R"™ R"yR '®independientemente entre si representan hidrégeno, halo, trifluorometilo,
nitro, alquilo, alquilcarbonilo, -NR 2R ?, -NR 2-CO-R ® fenilo o heteroarilo;

cuyo fenilo esta opcionalmente sustituido con halo, trifluorometilo, nitro, -CO-NHR ¢, -COO-R €0 -CO-NR'R";

donde R ¢es hidrégeno, alquilo o fenilo;

R'y R" independientemente entre si son hidrégeno o alquilo, o

R'y R" junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 5 a 7 miembros, cuyo anillo puede
comprender opcionalmente como un miembro del anillo, un atomo de oxigeno y/o un atomo de nitrégeno adicional,
y/o un doble enlace carbono-carbono, y/o un doble enlace carbono-nitrégeno;

y cuyo anillo heterociclico puede estar opcionalmente sustituido con alquilo;

R 2y R Pindependientemente entre si son hidrogeno o alquilo; o

Ry R "o R "yR '3junto con el anillo de fenilo al que estan unidos forman un anillo de naftilo o un anillo de indanilo;
yR3 R4 R5R® R"yR"yelrestodeR ', R 'yR '®son como se definieron anteriormente.

Un ejemplo de un bloqueador VRAC es un compuesto de férmula general |

o HOOHo R
0
R™ R™ R® rR*
R R°

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde R ?representa tetrazolilo;

R3 R4 R5RS% R R" R™ R"yR '®independientemente entre si representan hidrogeno, halo, trifluorometilo,
nitro o fenilo;

cuyo fenilo esta opcionalmente sustituido con halo, trifluorometilo, nitro o -CO-NHR ¢; donde R ¢es hidrogeno, alquilo
o fenilo.

En una realizacion de la presente descripcion, el compuesto de formula general |, R 2 representa tetrazolilo; R 3, R 4,
R5 R6 R™ R" R R"yR '®independientemente entre si representan hidrégeno, halo, trifluorometilo o nitro.

En una realizacion de la presente descripcion, el compuesto de formula general |, R 3, R 8y R 8 representan hidrogeno;
y R “representa halo, como el bromo.

En una realizacion de la presente descripcion, el compuesto de formula general I, R 3, R4, R 3y R 6 representan
hidrégeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion del compuesto de formula general |, R 3, R ®y R 8 representan
hidrogeno; y R * representa -NR 2R °, como amino.

En otra realizacion adicional de la presente descripcion del compuesto de férmula general I, R 3, R 5y R ®representan
hidrégeno; y R #representa -NR 2-CO-R ®, como el acetilamino.

En una realizacién adicional de la presente descripcion del compuesto de formula general |, R 3, R ®y R ¢ representan
hidrogeno; y R * representa fenilo sustituido con trifluorometilo, nitro o -CO-NHR ¢, donde R ¢ es fenilo En una
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realizacion especial de la presente descripcion, R “ representa fenilo sustituido con trifluorometilo, tal como 4-
trifluorometilfenilo. En una realizacion adicional de la presente descripcion, R 4 representa fenilo sustituido con nitro,
tal como 3-nitrofenilo. En una realizacion adicional de la presente descripcion, R “ representa fenilo sustituido con -
CO-NHR ¢, tal como anilinocarbonilfenilo, en particular 4-anilinocarbonilfenilo.

En una realizacion adicional de la presente descripcion del compuesto de formula general |, R 3, R ®y R ®representan
hidrégeno; y R “ representa fenilo sustituido con -CO-OR ¢o0 -CO-NR'R". En una realizacion especial de la presente
descripcion, R * representa fenilo sustituido con -CO-OR ¢, donde R ©¢es hidrégeno. En una realizacion especial de la
presente descripcion, R4 representa fenilo sustituido con -CO-NR'R", tal como 4-dimetilcarbamoilfenilo o 4-(4-metil-1-
piperazina-carbonil)-fenilo.

En otra realizacion adicional de la presente descripcién, R '® representa trifluorometilo. En una realizacion especial de
la presente descripcion, R '®representa trifluorometilo y R 2, R 13, R "y R "6 representan hidrogeno. En una realizacion
adicional de la presente descripcion R '3 representa trifluorometilo. En una realizacion especial de la presente
descripcion, R 3y R 'S representan trifluorometilo y R 2, R "y R ® representan hidrogeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion, R "® representa trifluorometilo. En una realizacion especial de
la presente descripcion, R "6 representa trifluorometiloy R 2, R 3, R 'y R "5 representan hidrégeno.

En otra realizacion adicional de la presente descripcion, R '° representa halo, como cloro o bromo. En una realizacion
especial de la presente descripcion, R '8 representa halo, como cloro o bromo, y R 2, R '3, R "y R "¢ representan
hidrégeno. En una realizacion adicional de la presente descripcion, R ¥y R 'S representan halo, como cloro, y R 2, R
4y R "6 representan hidrogeno. En otra realizacion adicional de la presente descripcion, R '*y R 5 representan halo,
como cloro, y R 2, R ¥y R "6 representan hidrogeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion, R '® representa halo, como el fluoro. En una realizacion
especial de la presente descripcion, R "6 representa halo, como fluoro, y R 2, R 13, R "y R 'S representan hidrégeno.

En otra realizacién adicional de la presente descripcion, R ' representa alquilo, tal como metilo o etilo. En una
realizacion especial de la presente descripcién, R 16 representa alquilo, tal como metilo o etilo, y R 2, R '3, R *y R 15
representan hidrogeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion, R '* representa nitro. En una realizacion especial de la
presente descripcion, R " representa nitroy R 2, R 3, R 'y R "6 representan hidrégeno.

En otra realizacion adicional de la presente descripcion, R ' representa alquilcarbonilo, tal como acetilo. En una
realizacion especial de la presente descripcion, R 14 representa alquilcarbonilo, tal como acetilo, y R 2, R 13, R 5y R
16 representan hidrogeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion, R 'S representa fenilo. En una realizacion adicional de la
presente descripcion, R ' representa fenilo. En una realizacion especial de la presente descripcion, unode R o R 1°
representa fenilo y el resto de R 2, R '3, R ™, R "5y R "6 representan hidrogeno.

En otra realizacién adicional de la presente descripcion, R '® representa piridilo, tal como piridin-3-ilo. En una
realizacion especial de la presente descripcion, R ' representa piridilo, como piridin-3-ilo, y R 2, R 13, R "y R 6
representan hidrégeno.

En una realizacion adicional de la presente descripcion, R 'y R ®junto con el anillo de fenilo al que estan unidos
forman un anillo de naftilo.

En otra realizacion adicional de la presente descripcion, R 'y R '8 junto con el anillo de fenilo al que estan unidos
forman un anillo de indanilo.

En una realizacién adicional de la presente descripcion, el compuesto de formula general | se selecciona de entre
N-4-nitrofenil-N'- [4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il) fenillurea;
N-3,5-di(trifluorometil)fenil-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenil]urea;
N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(3-nitrofenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenilurea;
N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(4-anilinocarbonilfenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenilJurea;
N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(4-trifluorometilfenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il) fenillurea;
N-(3-trifluorometil-fenil)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;
N-(3-trifluorometil-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-terazol-5-il)-fenillurea;

N-(3-trilfuorometil-fenil)-N'- [4-fenil-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;

9
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N-(3-cloro-fenil)-N'- [2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(3-trifluorometil-fenil)-N'- [4-amino-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(3-trifluorometil-fenil)-N'-[4-acetilamino-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(3-trilfuorometil-fenil)-N'- [4-carbamoil-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;

5 N-(3-trifluorometil-fenil)-N'- [4-(N", N"-dimetilcarbamoil)-2-(1-H-tetrazol-5-il) -fenil] urea;
acido 3'-(1-H-tetrazol-5-il)-4'-[3-(3-trifluorometil-fenil)-ureido]-bifenil-4-carboxilico;
N-(indan-5-il)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;
N-(bifenil-4-il)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(bifenil-3-il)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;

10 N-(3-acetil-fenil)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(bifenil-3-il)-N'-[2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;

N-[3-(piridin-3-il)-fenil]-N'- [2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;
N-(3-bromo-fenil)-N'-[4'-(4-metil-piperazina-1-carbonil)-3-(1-H-tetrazol-5-il)-bifenil-4-iljurea;
N-(3,5-dicloro-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenilJurea;

15 N-(3,4-dicloro-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(naftalen-1-il)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(2-trifluorometil-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(2-fluoro-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenil]urea;
N-(2-etil-fenil)-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)-fenillurea;

20 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién especial de la presente descripcion, el compuesto es
N-4-nitrofenil-N'- [4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il) feniljurea;
N-3,5-di(trifluorometil)fenil-N'-[4-bromo-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenillurea;

25 N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(3-nitrofenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenillurea;
N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(4-anilinocarbonilfenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il)fenilJurea;
N-3-trifluorometilfenil-N'-[4-(4-trifluorometilfenil)-2-(1-H-tetrazol-5-il) fenillurea;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

30 El bloqueador VRAC de la presente invencién es NS3728:

CFy

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. NS3728 también se conoce como Endovion y SCO-101. NS3728
35 es un potente bloqueador VRAC oralmente activo con una Cl 5o de 0,40 uM (Helix y col., J Membrane Biol. 196, 2003).

También se describe en esta invencion el bloqueador VRAC NS3623:

F4C

40
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. NS3623 es un bloqueador VRAC con una Cl sode 1,8 pM (Helix y
col., J Membrane Biol. 196, 2003).

También se describe en esta invencion el bloqueador VRAC NS3749:
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O,N

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. NS3749 es un bloqueador VRAC con una Cl sode 1,4 uM (Helix y
col., J Membrane Biol. 196, 2003).

También se describe en esta invencion el bloqueador VRAC tamoxifeno (TMX):

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. El tamoxifeno es un medicamento que se usa para prevenir el
cancer de mama en mujeres y tratar el cancer de mama en mujeres y hombres. También se esta estudiando para
otros tipos de cancer. El tamoxifeno es un bloqueador de VRAC dependiente del voltaje con una Cl 50 = 2,2 yM (Helix
y col., J Membrane Biol. 196, 2003).

En una realizacién de la presente descripcion, el bloqueador VRAC no es tamoxifeno. En particular, cuando el
tratamiento contra el cancer es un antiestrogeno, mas particularmente tamoxifeno, el bloqueador VRAC no es
tamoxifeno.

Otros ejemplos de bloqueadores VRAC incluyen DIDS (Cl s0= 26 uM) y NPPB (Cl 50= 21 uM) (Helix y col., J Membrane
Biol. 196, 2003).

Otros moduladores VRAC se describen en el documento EP 2 919 009.

Definicion de sustituyentes

En el contexto de la presente descripcion, halo representa fluoro, cloro, bromo o yodo.

En el contexto de la presente descripcion, un grupo alquilo designa una cadena de hidrocarburo univalente saturada,
lineal o ramificada. La cadena de hidrocarburos contiene preferentemente de uno a seis atomos de carbono (alquilo
C1.6), incluidos pentilo, isopentilo, neopentilo, pentilo terciario, hexilo e isohexilo. En una realizacion de la presente
descripcién, alquilo representa un grupo alquilo C 1.4, incluidos butilo, isobutilo, butilo secundario y butilo terciario. En
otra realizacién de esta descripcion, alquilo representa un grupo alquilo C 1.3, que en particular puede ser metilo, etilo,
propilo o isopropilo.

En el contexto de la presente descripcidon, un grupo heteroarilo designa un grupo mono-, bi- o poli-heterociclico
aromatico, que contiene uno o mas heteroatomos en su estructura de anillo. Los heteroatomos preferidos incluyen
nitrégeno (N), oxigeno (O) y azufre (S). Los grupos heteroarilo monociclicos preferidos de la descripcion incluyen
grupos monociclicos heterociclicos aromaticos de 5 y 6 miembros, que incluyen furanilo, en particular 2 o 3-furanilo;
tienilo, en particular 2 o 3-tienilo; pirrolilo (azolilo), en particular 1,2 o 3-pirrolilo; oxazolilo, en particular oxazol-2,4 o 5-
ilo; tiazolilo, en particular tiazol-2,4 o 5-ilo; imidazolilo, en particular 1,2 o 4-imidazolilo; pirazolilo, en particular 1,3 o 4-
pirazolilo; isoxazolilo, en particular isoxazol-3,4 o 5-ilo; isotiazolilo, en particular isotiazol-3,4 o 5-ilo; oxadiazolilo, en
particular 1,2,3-, 1,2,4-, 1,2,5- 0 1,3,4-oxadiazol-3,4 o 5-ilo; triazolilo, en particular 1,2,3-, 1,2,4-, 2,1,3- 0 4,1,2-triazolilo;
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tiadiazolilo, en particular tiadiazol-3,4 o 5-ilo; piridinilo, en particular 2,3 o 4-piridinilo; piridazinilo, en particular 3 o 4-
piridazinilo; pirimidinilo, en particular 2,4 o 5-pirimidinilo; pirazinilo, en particular 2 o 3-pirazinilo; y triazinilo, en particular
1,2, 3-, 1,2,4- 0 1,3,5-triazinilo.

Los anillos heterociclicos de 5 a 7 miembros que comprenden un atomo de nitrégeno incluyen, por ejemplo, pero no
se limitan a, pirolidina, piperidina, homopiperidina, pirrolina, tetrahidropiridina, pirazolidina, imidazolidina, piperazina,
homopiperazina y morfolina.

Sales farmacéuticamente aceptables

El bloqueador VRAC como se describe en esta invencién puede proporcionarse en cualquier forma adecuada para la
administracion prevista. Las formas adecuadas incluyen sales farmacéuticamente (es decir, fisiolégicamente)
aceptables y formas pre o profarmacos.

Los ejemplos de sales de adicion farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion, las sales de adicion de acidos
inorganicos y organicos no toxicos tales como el hidrocloruro derivado del acido clorhidrico, el hidrobromuro derivado
del acido bromhidrico, el nitrato derivado del acido nitrico, el perclorato derivado del acido perclérico, el fosfato derivado
del acido fosforico, el sulfato derivado del acido sulfurico, el formiato derivado del acido férmico, el acetato derivado
del acido acético, el aconato derivado del acido aconitico, el ascorbato derivado del acido ascoérbico, el
bencenosulfonato derivado del acido bencensulfonico, el benzoato derivado del acido benzoico, el cinamato derivado
del &cido cinamico, el citrato derivado del acido citrico, el embonato derivado del acido embadnico, el enantato derivado
del acido enantico, el fumarato derivado del acido fumarico, el glutamato derivado del acido glutamico, el glicolato
derivado del acido glicdlico, el lactato derivado del acido lactico, el maleato derivado del acido maleico, el malonato
derivado del acido maldnico, el mandelato derivado del acido mandélico, el metanosulfonato derivado del acido
metanosulfénico, el naftaleno-2-sulfonato derivado del acido naftaleno-2-sulfénico, el ftalato derivado del acido ftalico,
el salicilato derivado del acido salicilico, el sorbato derivado del acido soérbico, el estearato derivado del acido estearico,
el succinato derivado del acido succinico, el tartrato derivado del acido tartarico, el tolueno-p-sulfonato derivado del
acido p-toluenosulfénico y similares. Dichas sales pueden formarse mediante procedimientos bien conocidos y
descritos en la técnica.

Otros acidos tales como el acido oxalico, que pueden no considerarse farmacéuticamente aceptables, pueden ser
utiles en la preparacion de sales utiles como intermedios en la obtencion de un compuesto quimico para su uso segun
la descripcion y su sal de adicidn de acido farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de sales cationicas farmacéuticamente aceptables de un compuesto quimico de la descripcion incluyen,
sin limitacion, el sodio, el potasio, el calcio, el magnesio, el zinc, el aluminio, el litio, la colina, la lisina y la sal de amonio,
y similares, de un compuesto quimico de la descripcidon que contiene un grupo aniénico. Dichas sales cationicas
pueden formarse mediante procedimientos bien conocidos y descritos en la técnica. En el contexto de esta descripcion,
las "sales de onio" de los compuestos que contienen N también se contemplan como sales farmacéuticamente
aceptables (sales de azaonio). Las sales de azaonio preferidas incluyen las sales de alquilonio, en particular las sales
de metil y etilonio; las sales de cicloalquil-onio, en particular las sales de ciclopropil-onio; y las sales de cicloalquilalquil-
onio, en particular las sales de ciclopropil-metil-onio.

Composiciones farmacéuticas

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
efectiva de un modulador VRAC y un agente quimioterapéutico.

Si bien el bloqueador VRAC y/o el agente quimioterapéutico como se describe en esta invencion pueden administrarse
en forma de los compuestos quimicos de partida, se prefiere introducir el ingrediente activo, opcionalmente en forma
de una sal fisiolégicamente aceptable, en una composicién farmacéutica junto con uno o0 mas adyuvantes, excipientes,
vehiculos, tampones, diluyentes y/u otros auxiliares farmacéuticos habituales.

En una realizacion, la presente descripcion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden el bloqueador
VRAC segun la descripcion, o una sal o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables del mismo, y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos y/o profilacticos
conocidos y usado en la técnica. El(los) vehiculo(s) deben ser "aceptables" en el sentido de ser compatibles con los
otros ingredientes de la formulacion y no perjudiciales para el receptor de los mismos. En una realizacién adicional, la
presente descripcidn proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden mas de un compuesto o profarmaco
para su uso segun la descripcion, tales como dos compuestos o profarmacos diferentes para su uso segun la
descripcion.
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Las composiciones farmacéuticas de la descripcidén pueden ser aquellas adecuadas para la administracion por via oral,
rectal, bronquial, nasal, pulmonar, tépica (incluyendo bucal y sublingual), transdérmica, vaginal o parenteral
(incluyendo cutanea, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, intracerebral, inyeccion
intraocular o infusién), o aquellas en una forma adecuada para la administracion por inhalacion o insuflacion, incluidos
los polvos y la administracién de aerosoles liquidos, o por sistemas de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados
de preparaciones de liberaciéon sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos soélidos que
contienen el compuesto de la descripcion, cuyas matrices se encuentran en forma de articulos moldeados, por ejemplo,
peliculas o microcapsulas.

El bloqueador VRAC de la descripcion, junto con un adyuvante, vehiculo o diluyente convencional, puede colocarse
asi en forma de composiciones farmacéuticas y dosis unitarias de las mismas. Dichas formas incluyen sélidos, y en
particular comprimidos, capsulas rellenas, polvo y pastillas, y liquidos, en particular soluciones acuosas o no acuosas,
suspensiones, emulsiones, elixires y capsulas rellenas con las mismas, todo para su uso oral, supositorios para la
administracion por via rectal y soluciones inyectables estériles para su uso parenteral. Dichas composiciones
farmacéuticas y sus formas de dosificacion unitarias pueden comprender ingredientes convencionales en proporciones
convencionales, con o sin compuestos o principios activos adicionales, y dichas formas de dosificacion unitarias
pueden contener cualquier cantidad efectiva adecuada del ingrediente activo acorde con el intervalo de dosificacion
diario previsto para ser empleado.

El bloqueador VRAC como se describe en esta invencion puede administrarse en una amplia variedad de formas de
dosificacion oral y parenteral.

Para preparar composiciones farmacéuticas a partir de un compuesto quimico de la presente descripcion, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden ser sdlidos o liquidos. Las preparaciones en forma solida incluyen polvos,
comprimidos, pildoras, capsulas, obleas, supositorios, y granulos dispersables. Un vehiculo sdélido puede ser una o
mas sustancias que pueden actuar también como diluyentes, agentes aromatizantes, solubilizantes, lubricantes,
agentes de suspension, aglutinantes, conservantes, agentes disgregantes de comprimidos o un material de
encapsulacién. En el caso de los polvos, el vehiculo es un sélido finamente dividido que es una mezcla con el
componente activo finamente dividido.

En el caso de los comprimidos, el componente activo se mezcla con el vehiculo que tiene la capacidad de union
necesaria en proporciones adecuadas y se comprime en la forma y tamafo deseados. Los polvos y comprimidos
contienen preferentemente del cinco o diez a aproximadamente el setenta por ciento del compuesto activo. Los
vehiculos adecuados son carbonato de magnesio, estearato de magnesio, talco, azucar, lactosa, pectina, dextrina,
almidén, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, una cera con bajo punto de fusién, manteca
de cacao y similares. El término "preparacion” pretende incluir la formulacion del compuesto activo con un material
encapsulante como vehiculo que proporcione una capsula en la que el componente activo, con otros vehiculos o no,
quede rodeado por un vehiculo que, de esta manera, esté asociado con el mismo. De igual modo, las obleas y las
pastillas para chupar también estan comprendidas. Los comprimidos, polvos, capsulas, pildoras, obleas y pastillas
para chupar se pueden utilizar como formas sélidas adecuadas para la administracién por via oral.

Para preparar supositorios, en primer lugar se funde una cera de bajo punto de fusion, tal como, una mezcla de
glicéridos de acidos grasos o manteca de cacao y el componente activo se dispersa homogéneamente en la misma,
por ejemplo, agitando. A continuacion, se vierte la mezcla homogénea fundida en moldes de un tamafio conveniente,
se deja enfriar y solidificar de ese modo.

Las composiciones adecuadas para la administracién vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o aerosoles que contienen ademas del ingrediente activo los vehiculos que se conocen en la
técnica como apropiados.

Las preparaciones liquidas incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones, por ejemplo, agua o soluciones de agua-
propilenglicol. Por ejemplo, las preparaciones liquidas para la inyeccion parenteral se pueden formular como
soluciones en solucién acuosa de polietilenglicol. El bloqueador VRAC segun la presente descripcion puede formularse
asi para la administracion parenteral (por ejemplo, por inyeccién, por ejemplo inyeccién en bolo o infusién continua) y
puede presentarse en forma de dosis unitaria en ampollas, jeringas precargadas, infusién de pequefio volumen o en
recipientes de multiples dosis con un conservante afiadido. Las composiciones pueden adoptar formas como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos y pueden contener agentes de formulacion
tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Alternativamente, el bloqueador VRAC puede estar
en forma de polvo, obtenido por aislamiento aséptico de sdlido estéril o por liofilizacion de la solucién, para constituir
con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril, libre de pirégenos, antes de su uso. Se pueden preparar
soluciones acuosas adecuadas para su uso oral, disolviendo el componente activo en agua y afadiendo los colorantes,
saborizantes, estabilizantes y agentes espesantes adecuados que se desee.
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Se pueden preparar suspensiones acuosas adecuadas para la administracién por via oral, mediante la dispersién del
componente activo finamente dividido en agua junto con un material viscoso, tal como, gomas naturales o sintéticas,
resinas, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y otros agentes de suspension conocidos.

También se incluyen preparaciones en forma sélida, destinadas a la conversién poco antes de su uso en preparaciones
en forma liquida para la administraciéon por via oral. Dichas formas liquidas incluyen soluciones, suspensiones y
emulsiones. Ademas del componente activo, tales preparaciones pueden comprender colorantes, sabores,
estabilizantes, tampones, edulcorantes artificiales y naturales, dispersantes, espesantes, agentes solubilizantes y
similares.

Para la administracion por via tépica a la epidermis, el bloqueador VRAC puede formularse como ungientos, cremas
o lociones, o como un parche transdérmico. Los unguientos y cremas pueden, por ejemplo, formularse con una base
acuosa u oleosa con la adicion de agentes espesantes y/o gelificantes adecuados. Las lociones pueden formularse
con una base acuosa u oleosa y, en general, también contendran uno o mas agentes emulsionantes, agentes
estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes espesantes o agentes colorantes. Las
formulaciones adecuadas para la administracion por via tépica en la boca incluyen pastillas para chupar que
comprenden el agente activo en una base saborizante, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que
comprenden el ingrediente activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia; y enjuagues
bucales que comprenden el ingrediente activo en un vehiculo liquido adecuado.

Las soluciones o suspensiones se pueden aplicar directamente a la cavidad nasal por medios convencionales, por
ejemplo con un gotero, una pipeta o un aerosol. Las composiciones pueden proporcionarse en forma de dosis Unica
o multiples dosis.

La administracion al tracto respiratorio también se puede lograr por medio de una formulacién en aerosol en la que el
ingrediente activo se proporciona en un paquete presurizado con un propulsor adecuado como un clorofluorocarbono
(CFC), por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano o diclorotetrafluoroetano, didxido de carbono u otro
gas adecuado. El aerosol también puede contener convenientemente un tensioactivo tal como lecitina. La dosis del
farmaco puede controlarse mediante la provision de una valvula dosificadora. Alternativamente, los ingredientes
activos pueden proporcionarse en forma de un polvo seco, por ejemplo, una mezcla en polvo del compuesto en una
base en polvo adecuada tal como lactosa, almidén, derivados de almidén tales como hidroxipropilmetilcelulosa y
polivinilpirrolidona (PVP). Convenientemente, el vehiculo en polvo formara un gel en la cavidad nasal. La composicion
en polvo se puede presentar en forma de dosis unitarias, por ejemplo, en capsulas o cartuchos de, por ejemplo,
gelatina, o paquetes de ampollas desde los cuales se puede administrar el polvo por medio de un inhalador.

En las composiciones destinadas a la administracion al tracto respiratorio, incluidas las composiciones intranasales,
el compuesto generalmente tendra un tamafio de particula pequefio, por ejemplo del orden de 5 micrometros o menos.
Tal tamafio de particula se puede obtener por medios conocidos en la técnica, por ejemplo por micronizacion.

Cuando se desee, se pueden emplear composiciones adaptadas para proporcionar una liberacion sostenida del
ingrediente activo VRAC.

Las preparaciones farmacéuticas estan preferentemente en formas de dosificaciéon unitarias. En esta forma, la
preparacion se subdivide en dosis unitarias que contienen cantidades adecuadas del componente activo. La forma de
dosificacion unitaria puede ser una preparacion envasada, conteniendo el envase cantidades especificas de la
preparacion, tal como, comprimidos, capsulas y polvos envasados en cartuchos o ampollas. Ademas, la forma de
dosificacion unitaria puede ser una capsula, comprimido, oblea o pastilla para chupar, o puede ser la cantidad
adecuada de cualquiera de estos en forma envasada.

Los comprimidos o capsulas para la administracion por via oral y los liquidos para la administracion por via intravenosa
e infusién continua son composiciones preferidas.

En otras realizaciones de la presente descripcion, el inhibidor de VRAC esta formulado para la administracion por via
tépica.

Se pueden encontrar mas detalles sobre las técnicas de formulacion y administracion en la ultima edicion de
Remington's Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co, Easton, PA).

Una dosis terapéuticamente efectiva se refiere a la cantidad de ingrediente activo, que mejora los sintomas o la

afeccion. La eficacia terapéutica y toxicidad, por ejemplo DE s0y DL 50, puede determinarse mediante procedimientos
farmacolégicos estandar en cultivos celulares o animales experimentales. La relacion de dosis entre los efectos
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terapéuticos y toxicos es el indice terapéutico y puede expresarse por la relacion DL s0 /DE s0. Se prefieren las
composiciones farmacéuticas que muestran indices terapéuticos grandes.

La dosis administrada debe, por supuesto, ajustarse cuidadosamente a la edad, el peso y la condicion del individuo
que esta siendo tratado, asi como a la via de administracion, la forma y el régimen de dosificacion, y el resultado
deseado, y la dosificacién exacta, por supuesto, debe determinarse por el practicante.

La dosis real del VRAC modular y/o el agente anticancerigeno depende de la naturaleza y la gravedad de la
enfermedad que se esta tratando, y esta a la discrecidén del médico, y puede variar segun la titulacion de la dosis segun
las circunstancias particulares para producir el efecto terapéutico deseado.

Por ejemplo, el bloqueador VRAC se puede administrar en una o varias dosis por dia. Los intervalos ejemplares son
de 10-200 mg/dia por via oral (por via oral) administrados en una o dos dosis, como por ejemplo de 25-50 mg por via
oral dos veces al dia.

El sujeto a tratar segun la presente descripcion puede ser cualquier sujeto humano o animal, preferentemente un ser
humano que padezca cancer.

Cancer

La presente descripcion se refiere a sensibilizar las células cancerosas a un tratamiento anticancerigeno o potenciar
el efecto terapéutico de un tratamiento anticancerigeno.

En una realizacion de la presente descripcion, el cancer es resistente al tratamiento con un agente quimioterapéutico.
Siun cancer es resistente, el tratamiento conjunto con un bloqueador VRAC es capaz de volver a sensibilizar el cancer
al agente quimioterapéutico en cuestion. La resistencia de los canceres puede ser resistencia de novo o resistencia
adquirida. En general, un cancer se considera resistente a una terapia anticancerigena particular si un paciente tratado
con la dosis clinicamente aceptada del agente anticancerigeno no responde como se esperaba al agente
anticancerigeno, es decir, en caso de empeoramiento, crecimiento o diseminacién del cancer (enfermedad progresiva).
El experto puede determinar si un cancer es sensible o resistente a los farmacos.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer a tratar segun la presente descripcion puede seleccionarse
de entre el grupo que consiste en cancer de pulmoén (cancer de pulmén de células no pequeias y cancer de pulmoén
de células pequenas), glioblastomas, canceres de cabeza y cuello, melanomas malignos, cancer de piel de células
basales, cancer de piel de células escamosas, cdncer de mama, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de
prostata, cancer colorrectal, cancer anal, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de cuerpo uterino, cancer
de ovario, cancer de vesicula biliar, sarcomas, leucemia (mieloide y linfatica), linfomas, mielomatosis.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es metastasico.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es cancer colorrectal.

En una realizacion de la presente descripcion, el cancer es cancer colorrectal metastasico.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es cancer de mama.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es cancer de mama metastasico.

En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es glioblastoma.

En una realizacién de la presente descripcidn, el cancer es un tumor soélido tal como un tumor sdélido seleccionado de
entre sarcoma, carcinoma y linfoma.

En una realizacion de la presente descripcion, el cancer no es un tumor sélido. Por ejemplo, el cancer puede ser un
tumor maligno hematoldgico que incluye, pero no se limita a, la leucemia.

En una realizacion de la presente descripcion, el cancer es cancer de prostata, tal como cancer de préstata metastasico.
En una realizacién de la presente descripcion, el cancer es un cancer positivo para el receptor de hormona esteroide,

por ejemplo, un cancer positivo para el receptor de estrogeno, un cancer positivo para el receptor de progesterona o
un cancer positivo para el receptor de andrégenos.
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Tratamientos contra el cancer

Un tratamiento anticancerigeno segun la presente descripcién puede ser el tratamiento con uno o mas agentes
quimioterapéuticos y/o radioterapia. En una realizacion preferida de la presente descripcién, el tratamiento
anticancerigeno abarca el tratamiento con un agente quimioterapéutico.

Los farmacos de quimioterapia se pueden dividir en grupos segun factores como su funcionamiento, su estructura
quimica y su relacion con otros farmacos. Algunos farmacos actuan de mas de una manera y pueden pertenecer a
mas de un grupo. En una realizacion, el tratamiento anticancerigeno de la presente descripcion abarca el tratamiento
con mas de un agente quimioterapéutico.

En una realizacion de la presente descripcién, el tratamiento anticancerigeno es un agente quimioterapéutico
seleccionado de entre el grupo que consiste en un agente citotdxico, un agente citostatico, un agente antihormonal,
un agente antiangiogénico y un agente biolégico anticancerigeno con una diana bien definida.

En una realizaciéon de la presente descripcion, el agente quimioterapéutico es un agente citotéxico o un agente
citostatico.

En una realizacion preferida de la presente descripcion, el tratamiento anticancerigeno es un agente quimioterapéutico
y el modulador VRAC se administra conjuntamente con el agente quimioterapéutico.

El modulador VRAC se puede administrar antes de, simultdneamente con y/o después del inicio del tratamiento
anticancerigeno. En una realizacién de la presente descripcion, el modulador VRAC se administra antes del inicio del
tratamiento anticancerigeno. En una realizacion de la presente descripcion, el modulador VRAC se administra
simultaneamente con el tratamiento anticancerigeno.

La administracion conjunta como se usa en esta invencion se refiere a la administracion de un modulador VRAC y un
tratamiento anticancerigeno a un sujeto, donde el modulador VRAC puede administrarse antes de, simultaneamente
y/o después del tratamiento anticancerigeno.

La administracion de un modulador VRAC potencia el efecto del tratamiento anticancerigeno. Por lo tanto, el efecto
del tratamiento con un bloqueador VRAC y un tratamiento anticancerigeno es aditivo o sinérgico. En una realizacion
de la presente descripcion, el efecto del tratamiento es sinérgico.

En una realizacion de la presente descripcion, la administracién del modulador VRAC permite la administracion del
tratamiento anticancerigeno a una dosis inferior a la normal, es decir, una dosis que normalmente se consideraria una
dosis subterapéutica.

En una realizacion de la presente descripcion, la administracion del modulador VRAC mejora el efecto clinico del
tratamiento anticancerigeno. El efecto clinico puede ser determinado por el clinico.

En una realizacion de la presente descripcion, el tratamiento anticancerigeno es un agente quimioterapéutico
seleccionado de entre el grupo que consiste en inhibidores de topoisomerasa, agentes antihormonas, agentes
alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales, inhibidores mitéticos, corticosteroides, terapias
anticancerigenas dirigidas, agentes diferenciadores e inmunoterapia.

Inhibidores de la topoisomerasa

El agente quimioterapéutico de la presente invencion es un inhibidor de la topoisomerasa | seleccionado de entre
irinotecan, su metabolito activo SN-38 o topotecan. Los inhibidores de la topoisomerasa interfieren con las enzimas
llamadas topoisomerasas, que ayudan a separar las cadenas de ADN para que puedan copiarse durante la fase S.
Los inhibidores de la topoisomerasa se usan para tratar el cancer colorrectal, ciertas leucemias, asi como los canceres
de pulmén, ovario, gastrointestinal y otros.

Los inhibidores de la topoisomerasa se agrupan segun el tipo de enzima que afectan.
Los inhibidores de la topoisomerasa | incluyen:
* Topotecan

« Irinotecan (CPT-11). El metabolito activo de irinotecan es SN-38.

Los inhibidores de la topoisomerasa Il incluyen:
« Etopdsido (VP-16)
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* Tenipdsido
» Mitoxantrona (también actia como antibiético antitumoral)
* Antraciclinas

En una realizacién, el inhibidor de topoisomerasa | es Irinotecan o su metabolito activo SN-38.

En una realizacion, el inhibidor de la topoisomerasa | se combina con un modulador VRAC para el tratamiento del
cancer colorrectal, en particular el cancer colorrectal que es resistente al tratamiento con dicho inhibidor de la
topoisomerasa. En una realizacion, el cancer colorrectal es cancer colorrectal metastasico.

En una realizacion particular, irinotecan/SN-38 se administra conjuntamente con NS3728, para el tratamiento del
cancer colorrectal, en particular un cancer colorrectal resistente a irinotecan/SN-38. En una realizacién, el cancer
colorrectal es cancer colorrectal metastasico.

Uso médico

En una realizacion, la presente descripcidon se refiere a un procedimiento para sensibilizar células cancerosas a un
tratamiento anticancerigeno que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva de un
modulador VRAC.

En una realizacién, la presente descripcién se refiere a un procedimiento para potenciar el efecto terapéutico de un
tratamiento anticancerigeno que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva de un
modulador VRAC.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para el tratamiento del cancer que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad efectiva de un modulador VRAC y una cantidad efectiva de un
tratamiento anticancerigeno, tal como un agente quimioterapéutico.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende una cantidad efectiva de un
modulador VRAC y una cantidad efectiva de un agente quimioterapéutico para su uso como medicamento.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a una composicion que comprende una cantidad efectiva de un
modulador VRAC y una cantidad efectiva de un agente quimioterapéutico para su uso en el tratamiento del cancer.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a un modulador VRAC para su uso en la sensibilizacion de
células cancerosas a un tratamiento anticancerigeno.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a un modulador VRAC para su uso en la potenciacion del efecto
terapéutico de un tratamiento anticancerigeno.

En una realizacién, la presente descripcion se refiere al uso de un modulador VRAC para la fabricacion de un
medicamento para sensibilizar las células cancerosas a un tratamiento anticancerigeno o para su uso para potenciar
el efecto terapéutico de un tratamiento anticancerigeno.

En una realizacion, la presente descripcion se refiere a un kit de partes que comprende un modulador VRAC y un
agente quimioterapéutico, donde el modulador VRAC y el agente quimioterapéutico estan formulados para la
administracion simultanea, secuencial o separada y opcionalmente instrucciones de uso.

En una realizacién particularmente interesante, la presente descripcion se refiere a un modulador de VRAC y una
terapia anticancerigena, tal como un agente quimioterapéutico, para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto,
donde se ha determinado que dicho cancer es resistente al tratamiento con dicha terapia anticancerigena. El
tratamiento con un modulador VRAC vuelve a sensibilizar las células cancerosas resistentes al tratamiento con la
terapia anticancerigena. La resistencia puede ser resistencia de novo o resistencia adquirida.

El tratamiento conjunto con el modulador VRAC como se describe en esta invenciéon puede considerarse una terapia
adyuvante para un tratamiento anticancerigeno ya que el modulador VRAC maximiza la efectividad de la terapia
anticancerigena.

En una realizacion, el tratamiento con un modulador VRAC como se describe en esta invencién puede considerarse
una terapia neoadyuvante cuando se administra antes del tratamiento anticancerigeno.

Ejemplos
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Ejemplo 1. Temozolomida y NS3728 en glioblastoma

El efecto antitumoral in vivo ¢ de NS3728 en células de glioma C6 administradas como monoterapia (40 mg/kg/dia) o
en combinacion con temozolomida (Temodal, 25 o0 5 mg/kg / dia) se probd en dos experimentos separados, utilizando
el procedimiento del xenoinjerto o el modelo de saco de aire subcutaneo (SAS; véase Lichtenberg, J., P.J. Hjarnaa,
P.E. Kristjansen, D. Hansen y L. Carpeta: El modo de saco de aire subcutaneo de rata: Un ensayo cuantitativo de
antiangiogénesis en vasos inducidos Pharmacology & Toxicology, 1999, 84, 34-40.).

En el primer estudio, se inocularon 5 millones de células de glioma de rata C6 en el costado de ratas Fisher. Tres dias
después, los tumores habian crecido hasta un tamafio de 2-5 mm de diametro y se inicid el tratamiento. Se observo
que las células C6 tenian un comportamiento de crecimiento agresivo y rapidamente se formaron tumores soélidos
marcados. La administracién por via oral de NS3728 (40 mg/kg/dia) en combinacién con temozolomida (25 mg/kg/dia)
resultd en una reduccion significativa de la tasa de crecimiento, mientras que ni NS3728 (40 mg/kg/dia) ni
temozolomida (25 mg/kg/dia) mostraron algun efecto antitumoral significativo cuando se administré6 en monoterapia
(véase la figura 1). Se observaron signos claros de toxicidad en todos los animales tratados con temozolomida y
comprendieron un comportamiento moderado, apariencia encorvada y pérdida de peso corporal. El estudio finalizo el
dia 4 de tratamiento debido a razones éticas.

En el segundo estudio, el crecimiento del tumor se retrasé al inocular solo la mitad del niumero de células (2,5 millones
de células C6 por animal) y utilizando la técnica del saco de aire subcutaneo (SAS). En resumen, las ratas fueron
anestesiadas con CO 2/ O 2y se introdujeron dorsalmente 10-15 ml de aire mediante inyecciones subcutaneas para
producir un saco de aire ubicado aproximadamente a 4-5 cm detras de la cabeza. La pared del saco de aire se volvio
progresivamente mas gruesa con el tiempo y después de 10-14 dias se establecié un revestimiento suficiente de
células con la apariencia de una membrana transparente. Las células de glioma C6 se inocularon en las ratas
directamente en la membrana. El tratamiento se inici6 el dia de la inoculacion y el estudio finalizé el dia 10 del
tratamiento. Las células C6 mostraron un crecimiento menos agresivo y la administracion por via oral de NS3728 (40
mg/kg/dia) administrada como monoterapia o en combinacion con temozolomida (5 mg/kg/dia) produjo una inhibicion
significativa del crecimiento tumoral (figura 2) mientras que el tratamiento con temozolomida sola no resulté en una
inhibicion significativa del crecimiento tumoral medida por el peso del tumor.

Los experimentos presentados aqui demuestran que NS3728 dosificado por via oral en combinacion con
temozolomida (terapia de "primera linea" contra el glioblastoma en Dinamarca) retrasa el crecimiento de las células
de glioma C6 en un 50-55 % independientemente del sitio de inoculaciéon. En comparacion con la monoterapia con
cualquiera de los compuestos, los efectos fueron claramente aditivos o sinérgicos. Por lo tanto, los resultados muestran
que el tratamiento con NS3728 sensibiliza las células cancerosas al tratamiento y potencia el efecto de la
temozolomida in vivo.

Ejemplo 2. Paclitaxel o 5-flourouracilo y NS3728 en cancer de colon

El efecto antitumoral in vivo de NS3728 en la linea celular de cancer de colon HT29 humano se probé como
monoterapia (80 mg/kg) respectivamente en combinacién con paclitaxel (5 mg/kg) o 5-flourouracilo (30 mg/kg) en dos
series experimentales independientes. NS3728 se administré por via oral (PO), mientras que tanto paclitaxel como 5-
flourouracilo se dosificaron por via intraperitoneal (IP) mediante inyeccion. Las células cancerosas se inocularon por
via subcutanea en t = 0 (un animal en el grupo de vehiculos no desarroll6é un tumor y se excluy6 del experimento de
5-flourouracilo), y los tratamientos comenzaron en el dia 4 y terminaron en el dia 22. Los experimentos comprendieron
los siguientes grupos de dosificacion (n = 9-10/grupo):

1) vehiculo,

2)NS3728

3) paclitaxel o 5-flourouracilo,

4) NS3728 + paclitaxel o NS3728 + 5-flourouracilo.

La dosificacion se produjo en periodos (dias 4-8; dias 11-15, dias 18-22) con la dosificacién diaria de NS3728 y el
farmaco citotoxico, interrumpido por las vacaciones de dosificacion. Los resultados se muestran en la figura 3 (5-
flourouracilo) y la figura 4 (paclitaxel). En ambos experimentos, el volumen tumoral en el grupo de vehiculos aumenté
de forma superlineal hasta un volumen tumoral final de 166 mm 3en el experimento de 5-flourouracilo y 122 mm 3en
el experimento de paclitaxel. Se observé una depresion leve (no significativa) de las curvas de crecimiento tanto con
NS3728 como con farmacos citotoxicos administrados como monoterapia. En contraste, las curvas de crecimiento se
redujeron alin mas con la terapia de combinacion (NS3728 y el farmaco citotdxico) con ambos farmacos citotoxicos,
respectivamente, alcanzando significacion (prueba t) para el grupo de control para ambas combinaciones (P = 0,03
para NS3728 + 5- flourouracilo y P = 0,003 para NS3728 + paclitaxel).
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En conclusién, se ha demostrado que un tumor HT29 xenoinjertado humano muestra una mayor sensibilidad al
tratamiento combinado de NS3728 y 5-flourourecilo o paclitaxel en comparacién con la monoterapia con uno de los
farmacos quimioterapéuticos. Por lo tanto, NS3728 es capaz de potenciar el efecto de 5-flourourecilo y paclitaxel in
Vvivo.

Ejemplo 3. Docetaxel y NS3728 en lineas celulares de cancer de mama humano MCF-7 y MDA-MB231
resistentes a docetaxel.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y al menos 6 subtipos de cancer de mama han sido descritos
previamente por Soerlie y col (PMID: 11553815). Como una diferencia importante, el cancer de mama se puede dividir
en cancer de mama positivo para receptores hormonales (estrogenos y progesterona) y negativo para receptores de
hormonas. Se ha incluido en los experimentos estos dos subtipos principales. Se establecen lineas celulares de cancer
de mama humano que son resistentes a la quimioterapia docetaxel como se describe en Hansen y col 2015 (PMID:
25596703). Estas lineas celulares son MCF-7 y MDA-MB-231.

MCEF-7: receptor de estrégeno y progesterona positivo MDA-MB-231: receptor de estrogenos y progesterona negativo
y receptor HER2 negativo (el denominado fenotipo triple negativo)

Se han examinado los efectos de NS3728 como farmaco Unico o en combinacion con docetaxel en lineas celulares
de cancer de mama resistente a docetaxel.

Se emplearon ensayos de viabilidad celular estandar de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (10.000 células/pocillo) y se dejaron adherir durante 24 horas.
Posteriormente, NS3728, docetaxel o combinaciones de los dos farmacos se afiadieron durante 72 horas antes de
determinar la viabilidad celular. Todos los valores se expresan en porcentaje de células no tratadas (llamadas: s"in
tratamiento"). "DMSO" se refiere al control del disolvente ya que tanto NS3728 como docetaxel se diluyen en DMSO.
Por lo tanto, el control DMSO (dimetil sulféxido) se incluye para investigar cualquier efecto potencial sobre la viabilidad
celular por parte del disolvente organico. Cada punto de datos se realiz6 por triplicado.

DMSO no afecté la viabilidad celular de las células de cancer de mama MCF-7 resistentes a docetaxel. Se eligié 65
nM de docetaxel ya que esta es la concentracion a la que las células de cancer de mama MCF-7 resistentes a docetaxel
se hicieron resistentes. Docetaxel 65 nM y NS3728 40 uM proporcionados como monoterapia no disminuyeron la
viabilidad celular. La combinacién de NS3728 40 uM y docetaxel 65 nM dio como resultado un efecto combinatorio
sobre la viabilidad celular para las células de cancer de mama MCF-7 resistentes a docetaxel.

El efecto de NS3728, docetaxel y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células de cancer de
mama MCF-7 resistentes a docetaxel se muestra en la figura 5

DMSO no afecté la viabilidad celular de las células de cancer de mama MDA-MB-231 resistentes a docetaxel. Se eligio
150 nM de docetaxel ya que esta es la concentracion a la que las células se hicieron resistentes. Docetaxel 150 nM
redujo la viabilidad a aproximadamente el 50 % de los controles no tratados. NS3728 50 uM no disminuy® la viabilidad
celular. A NS3728 50 uM y docetaxel 150 nM se observé un efecto combinatorio sobre la viabilidad celular para las
células de cancer de mama MDA-MB-231 resistentes a docetaxel.

El efecto de NS3728, docetaxel y la combinacién de los mismos sobre la viabilidad celular de las células de cancer de
mama MDA-MB-231 resistentes a docetaxel se muestra en la figura 6.

Conclusion

Estos estudios preclinicos demuestran que el inhibidor de VRAC NS3728 puede potenciar el efecto de docetaxel sobre
las lineas celulares de cancer de mama resistentes a docetaxel. Por lo tanto, los datos muestran que NS3728 es capaz
de volver a sensibilizar las células cancerosas resistentes a docetaxel para el tratamiento con docetaxel.

Ejemplo 4. Oxaliplatino o SN38 y NS3728 en lineas celulares parentales HCT116, HT29 y LoVo de cancer
colorrectal humano (CRC).

Las células CRC muestran inestabilidad genética causada por la inestabilidad cromosémica, la inestabilidad de
microsatélites (MSI) y el fenotipo del metilador de la isla CpG (CIMP), que dan como resultado la activacién de
protooncogenes como KRAS vy la inactivacién de genes supresores de tumores como TP53 (p53). La presencia o
ausencia de ciertas alteraciones genéticas puede determinar la respuesta de los pacientes con CRC al tratamiento y,
por lo tanto, es importante estudiar las lineas celulares de CRC que albergan diferentes combinaciones de las
alteraciones genéticas descritas anteriormente. Por lo tanto, se han elegido tres lineas celulares para representar las
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principales alteraciones genéticas observadas en pacientes con CRC:

- HCT116: MSI, KRAS mutado, TP53 tipo natural, CIMP +, CIN -, de tumor primario (Dukes C)
- HT29: MSS, KRAS tipo natural, TP53 mutado, CIMP +, CIN +, de tumor primario (Dukes C)
- LoVo: MSI, KRAS mutado, TP53 tipo natural, CIMP -, CIN -, de metastasis (Dukes C)

Se han examinado los efectos de NS3728 como farmaco unico o en combinacion con OXP o SN-38 en las lineas
celulares parentales, es decir, sensibles al farmaco. Se han empleado ensayos estandar de viabilidad celular de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (10.000
células/pocillo) y se dejaron adherir durante 24 horas. Posteriormente, NS3728, OXP, SN-38 o combinaciones de
NS3728 con uno de los farmacos citotdxicos se afiadieron durante 48 horas antes de determinar la viabilidad celular.
Todos los valores se expresan en porcentaje de células no tratadas (llamadas: s"in tratamiento"). "DMSQ" se refiere
al control del disolvente ya que tanto NS3728 como los farmacos quimioterapéuticos se diluyen en DMSO. Por lo tanto,
el control DMSO (dimetil sulféxido) se incluye para investigar cualquier efecto potencial sobre la viabilidad celular por
parte del disolvente organico. Cada punto de datos se realizé por triplicado.

En las células parentales, se ha probado el efecto de NS3728 como agente Unico y en combinaciéon con OXP o SN-
38.

Lineas celulares CRC parentales: NS3728 y OXP

DMSO causé una reduccién menor en la viabilidad celular de las células parentales HCT116. NS3728 redujo la
viabilidad celular a aproximadamente el 50 % de las células no tratadas y OXP dependiente de la dosis redujo la
viabilidad celular de las células parentales HCT116. Las combinaciones de NS3728 40 o 50 pM y oxaliplatino
0,16/0,8/4/20 um no inhibieron la viabilidad celular mas que la monoterapia en células parentales HCT116.

El efecto de la combinacién de NS3728 y OXA sobre la viabilidad celular de las células cancerosas parentales HCT116
CRC se muestra en la figura 7.

En las células parentales HT29 y LoVo tampoco se observé ningun efecto inhibitorio combinatorio sobre la viabilidad
celular de NS3728 y OXP (datos no mostrados).

Por lo tanto, no parece haber ningun efecto de combinar NS3728 y oxaliplatino en el cancer colorrectal sensible a
OXP.

Lineas celulares CRC parentales HCT116: NS3728 y SN-38

DMSO caus6 una reduccién menor en la viabilidad celular. NS3728 redujo la viabilidad celular a aproximadamente el
50 % de las células no tratadas a dos concentraciones (40 y 50 uM). SN-38 (0,16 pM) también disminuy¢ la viabilidad
a aproximadamente el 50 % de las células no tratadas. Las combinaciones de NS3728 40 o 50 uM y SN-38 0,16 uM
tuvieron un efecto inhibitorio combinatorio sobre la viabilidad celular reduciendo el NS3728 40 uM + SN-38 la viabilidad
celular a aproximadamente el 30 % de las células no tratadas y reduciendo el NS3728 50 uM + SN-38 la viabilidad
celular a aproximadamente el 23 % de las células no tratadas.

El efecto de la combinacion de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas parentales
HCT116 CRC se muestra en la figura 8.

Lineas celulares CRC parentales HT29: NS3728 y SN-38

DMSO redujo la viabilidad celular en esta linea celular a aproximadamente el 78 % de las células no tratadas. NS3728
redujo la viabilidad celular a aproximadamente el 90 % de las células no tratadas a 40 uM y a aproximadamente el
77 % de células no tratadas a 50 pM. SN-38 (0,032 pM) disminuy6 la viabilidad a aproximadamente el 77 % de las
células no tratadas. Las combinaciones de NS3728 40 o 50 pM y SN-38 0,032 uM causaron un efecto inhibitorio
combinatorio sobre la viabilidad celular reduciendo el NS3728 40 uM + SN-38 la viabilidad celular a aproximadamente
el 50 % de las células no tratadas y reduciendo el NS3728 50 uM + SN-38 la viabilidad celular a aproximadamente el
38 % de las células no tratadas.

El efecto de la combinacién de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas parentales HT29
CRC se muestra en la figura 9.

Lineas celulares CRV parentales LoVo: NS3728 y SN-38
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DMSO redujo la viabilidad celular en esta linea celular a aproximadamente el 75 % de las células no tratadas. NS3728
redujo la viabilidad celular a aproximadamente el 45 % de las células no tratadas a 40 uM y a aproximadamente el
38 % de las células no tratadas a 50 pM. SN-38 (0,0064 pM) disminuyd la viabilidad a aproximadamente el 53 % de
las células no tratadas. Las combinaciones de NS3728 40 o 50 yM y SN-38 0,0064 uM causaron un efecto inhibitorio
combinatorio sobre la viabilidad celular reduciendo el NS3728 40 uM + SN-38 la viabilidad celular a aproximadamente
el 35 % de las células no tratadas y reduciendo el NS3728 50 uM + SN-38 la viabilidad celular a aproximadamente el
22 % de las células no tratadas.

El efecto de la combinacion de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas LoVo CRC
parentales se muestra en la figura 10.

Conclusion

Estos estudios preclinicos demuestran que el inhibidor de VRAC NS3728 puede 1) inhibir el crecimiento de células
CRC cuando se administra como monoterapia y 2) mejorar el efecto de ciertos tipos de quimioterapia en células
humanas CRC. No se encontré efecto combinatorio de NS3728 y oxaliplatino. Por lo tanto, los resultados muestran
que el tratamiento con un inhibidor de VRAC puede potenciar el efecto de ciertos tipos de quimioterapia.

Ejemplo 5. Oxaliplatino o SN-38 y NS3728 en lineas celulares de HCT116, HT29 y LoVo de cancer colorrectal
humano (CRC) resistentes a oxaliplatino (OXP) o SN-38.

Se han establecido lineas celulares de cancer de CRC humano que son resistentes a los quimioterapéuticos
oxaliplatino (OXP) o SN-38 (el metabolito activo de irinotecan) como se describe en Jensen y col 2015 (PMID:
25759163). Estas lineas celulares son HCT116, HT29 y LoVo.

Se han examinado los efectos de NS3728 como farmaco unico o en combinacion con OXP o SN-38 en las lineas
celulares resistentes a OXP y SN-38. Se han empleado ensayos estandar de viabilidad celular de MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (10.000 células/pocillo)
y se dejaron adherir durante 24 horas. Posteriormente, NS3728, OXP, SN-38 o combinaciones de los farmacos se
agregaron durante 48 horas antes de determinar la viabilidad celular. Todos los valores se expresan en porcentaje de
células no tratadas (llamadas: s"in tratamiento"). "DMSO" se refiere al control del disolvente ya que tanto NS3728
como los farmacos quimioterapéuticos se diluyen en DMSO. Por lo tanto, el control DMSO (dimetil sulféxido) se incluye
para investigar cualquier efecto potencial sobre la viabilidad celular por parte del disolvente organico. Cada punto de
datos se realizé por triplicado.

En células resistentes a OXP, se ha probado el efecto de NS3728 como agente unico y en combinacion con SN-38 u
OXP.

En células resistentes a SN-38, se ha probado el efecto de NS3728 como agente Unico y en combinacién con SN-38
u OXP.

Lineas celulares CRC resistentes a SN-38: NS3728 y oxaliplatino

No se encontrd ningun efecto de la combinacion de NS3728 y oxaliplatino en las lineas celulares de cancer HCT116,
HT29 y LoVo CRC resistentes a SN-38 en comparaciéon con la monoterapia con NS3728 u oxaliplatino (datos no
mostrados). Por lo tanto, NS3728 no parece ser capaz de potenciar el efecto terapéutico del oxaliplatino en células
CRC sensibles al oxaliplatino que son resistentes al SN-38.

Lineas celulares HCT116 CRC resistentes a SN-38: NS3728 y SN-38

En esta linea celular, DMSO no tuvo efecto sobre la viabilidad celular. NS3728 (30 uM) redujo la viabilidad celular a
aproximadamente el 85 % de las células no tratadas y SN-38 (4 uM) casi no tuvo efecto sobre la viabilidad celular. Sin
embargo, las combinaciones de SN-38 4 uyM y NS3728 30 uM causaron una reduccion combinada en la viabilidad
celular y, por lo tanto, redujeron significativamente la viabilidad celular a aproximadamente el 60 %.

El efecto de la combinacion de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas HCT116 CRC
resistentes a SN-38 se muestra en la figura 11.

Lineas celulares HCT29 CRC resistentes a SN-38: NS3728 y SN-38

DMSO no tuvo efecto sobre la viabilidad celular. NS3728 (30 uM) aumento la viabilidad a aproximadamente el 120 %
de las células no tratadas. NS3728 (40 uM) no tuvo efecto sobre la viabilidad celular y NS3728 (50 pM) redujo la
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viabilidad a aproximadamente el 85 % de las células no tratadas. SN-38 (0,8 pM) redujo la viabilidad a
aproximadamente el 78 % de las células no tratadas. Las combinaciones de SN-38 0,8 uM y NS3728 30/40/50 yM
causaron una reduccién combinada significativa en la viabilidad celular a menos del 30 % de las células no tratadas
para las tres concentraciones de NS3728.

El efecto de la combinacion de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas HT29 CRC
resistentes a SN-38 se muestra en la figura 12.

Células cancerosas LoVo CRC resistentes a SN-38: - NS3728 y SN-38

DMSO redujo la viabilidad celular en esta linea celular a aproximadamente el 80 % de las células no tratadas. NS3728
(30 uM) redujo la viabilidad a aproximadamente el 80 % de las células no tratadas, NS3728 (40 uM) redujo la viabilidad
a aproximadamente el 57 % y NS3728 (50 uM) redujo la viabilidad a aproximadamente el 50 % de las células no
tratadas. SN-38 (0,16 pM) redujo la viabilidad a aproximadamente el 78 % de las células no tratadas. Las
combinaciones de SN-38 0,16 uM y NS3728 30/40/50 uM causaron una reduccidon combinada significativa en la
viabilidad celular a menos del 20 % de las células no tratadas para las tres concentraciones de NS3728.

El efecto de la combinacion de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas LoVo CRC
resistentes a SN-38 se muestra en la figura 13.

Células cancerosas HT29 CCR resistentes a oxaliplatino: NS3728 y SN-38

DMSO no causé esencialmente ningun cambio en la viabilidad celular. NS3728 (20 puM) redujo la viabilidad a
aproximadamente el 85 % de las células no tratadas y SN-38 (0,1 uM) redujo la viabilidad a aproximadamente el 43 %
de las células no tratadas. Las combinaciones de NS3728 20 uM y SN-38 0,1 uM causaron efectos combinados sobre
la viabilidad celular.

El efecto de la combinacién de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas HT29 CRC
resistentes a oxaliplatino se muestra en la figura 14.

Células cancerosas LoVo CRC resistentes a oxaliplatino: NS3728 y SN-38

DMSO redujo la viabilidad a aproximadamente el 85 % de las células no tratadas. Las combinaciones de NS3728
20/30/40/50 uM y SN-38 (0,005 uM) tuvieron efectos combinados significativos sobre la viabilidad celular.

El efecto de la combinacién de NS3728 y SN-38 sobre la viabilidad celular de las células cancerosas LoVo CRC
resistentes a oxaliplatino se muestra en la figura 15.

Células cancerosas HT116 CRC resistentes a oxaliplatino: NS3728 y SN-38

En las células HCT116 CRC resistentes a oxaliplatino, se observé un efecto combinado inhibitorio menor cuando
NS38728 se combiné con SN-38 (datos no mostrados).

Células cancerosas CRC resistentes a oxaliplatino: NS3728 y oxaliplatino

No se encontrd ningun efecto de la combinacion de NS3728 y oxaliplatino en las lineas celulares de cancer HCT116,
HT29 y LoVo CRC resistentes a oxaliplatino en comparacion con la monoterapia con NS3728 u oxaliplatino (datos no
mostrados). Por lo tanto, NS3728 no parece ser capaz de volver a sensibilizar las células CRC resistentes a oxaliplatino
para el tratamiento con oxaliplatino.

Conclusion

Estos estudios preclinicos demuestran que el inhibidor de VRAC NS3728 puede mejorar el efecto de ciertos tipos de
quimioterapia en lineas celulares de CRC resistentes. De particular interés es que NS3728 también mejor6 el efecto
de SN-38 en células cancerosas con resistencia adquirida a SN-38 o con resistencia a oxaliplatino adquirida. Los datos
sugieren que NS3728 es capaz de volver a sensibilizar las células cancerosas resistentes a los farmacos SN-38 para
el tratamiento con SN-38.

Ejemplo 6. Tamoxifeno o fulvestrant en combinacion con NS3728 en lineas celulares de cancer de mama
humano MCF-7/LCC2 resistentes a tamoxifeno o fulvestrant MCF-7/LCC?9.

Se establecieron lineas celulares de cancer de mama humano que son resistentes al antiestrégeno tamoxifeno como
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se describe en Brunner y col 1993 (PMID: 8324732). Estas lineas celulares son MCF-7/LCC2. También se
establecieron lineas celulares de cancer de mama humano que son resistentes al antiestrogeno fulvestrant como se
describe en Brunner y col 1997 (PMID: 9270017). MCF-7 es una linea celular positiva al receptor de estrogeno y
progesterona.

Se han examinado los efectos de NS3728 como farmaco Unico o en combinacion con tamoxifeno o fulvestrant en
lineas celulares de cancer de mama resistente a farmacos MCF-7/LCC2 o MCF-7/LCC9, respectivamente.

Se emplearon ensayos de viabilidad celular estandar de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (10.000 células/pocillo) y se dejaron adherir durante 24 horas.
Posteriormente, NS3728, docetaxel o combinaciones de los dos farmacos se afiadieron durante 72 horas antes de
determinar la viabilidad celular. Todos los valores se expresan en porcentaje de células no tratadas (llamadas: s"in
tratamiento"). Cada punto de datos se realiz6 por triplicado.

Se eligié 0,1 yM de tamoxifeno ya que esta es la concentracion que se demostré en la publicacién original que causa
solo efectos menores en el crecimiento celular en las células MCF-7/LCC2, mientras que el crecimiento de las células
sensibles al tamoxifeno se inhibié significativamente mas. NS3728 40 uM caus6 una reducciéon menor en la viabilidad
celular al 70 % del control no tratado. Tamoxifeno 0,1 UM no tuvo efecto sobre la viabilidad celular de las células MCF-
7/LCC2 resistentes al tamoxifeno. La combinacién de NS3728 40 uM y tamoxifeno 0,1 uM causé una reduccion fuerte
y significativa (P <0,05) de la viabilidad de las células MCF-7/LCC2 a menos del 40 % de las células no tratadas (figura
16).

Se eligi6 1 yM de fulvestrant ya que esta es la concentracion que se aplicd en la publicacion original como la
concentracion final para establecer la linea celular MCF-7/LCC9 y esta concentracién inhibe fuertemente el crecimiento
de células MCF-7 sensibles a fulvestrant (Briinner y col., 1997, PMID 9270017). NS3728 40 uM caus6 una reduccion
en la viabilidad celular al 60 % del control no tratado. Fulvestrant 1 uM no tuvo efecto sobre la viabilidad celular de las
células MCF-7/LCC?9 resistentes a fulvestrant. La combinacion de NS3728 40 uM y fulvestrant 1 uM causé una
reduccion fuerte y significativa (P <0,05) de la viabilidad de células MCF-7/LCC9 al 24 % de las células no tratadas
(figura 17).

Conclusion

Estos estudios preclinicos demuestran que el inhibidor de VRAC NS3728 puede mejorar el efecto de dos tipos de
antiestrégenos, a saber, tamoxifeno y fulvestrant, en las células de cancer de mama MCF-7 que se hacen resistentes
a estos tipos de antiestrogenos. Por lo tanto, los datos sugieren que NS3728 es capaz de volver a sensibilizar las
células de cancer de mama resistentes a los estrégenos para el tratamiento con antiestrogenos, en particular al
tamoxifeno y fulvestrant.

Ejemplo 7. Investigacion in vivo del efecto de re-sensibilizacion de NS3728 en tumores de xenoinjerto
resistentes a docetaxel (cancer de mama)

Los experimentos de xenoinjerto de ratén se realizan con un par de lineas celulares de cancer de mama humano triple
negativo sensibles y resistentes a docetaxel (MDA-MB-231). Los ratones utilizados para los experimentos estan
gravemente inmunocomprometidos para evitar el rechazo de las células cancerosas humanas.

La configuracion experimental comprende tres etapas:
1. "crecimiento"

2. "dosis-respuesta”

3. "tratamiento con farmaco":

Etapa 1: Crecimiento de células MDA-MB-231 sensibles (parentales) y resistentes a docetaxel

Para determinar el numero de células 6ptimo para el crecimiento tumoral de xenoinjerto de células MDA-MB-231
sensibles a docetaxel y resistentes a docetaxel, se inoculan dos grupos de ratones con diferentes numeros de células
MDA-MB-231 sensibles o resistentes a docetaxel. Este experimento determina el numero 6ptimo de células
cancerosas, lo cual es importante para los experimentos posteriores de dosis-respuesta en las etapas 2 y 3.

Etapa 2: Fenotipo de resistencia, dosis-respuesta de docetaxel

Para confirmar los fenotipos sensibles y resistentes a docetaxel en las células MDA-MB-231 xenoinjertadas, los

ratones se tratan con docetaxel cuando los tumores se han establecido. Se inoculan células MDA-MB-231 sensibles
o resistentes a docetaxel en ratones, con numeros de células determinados a partir de la etapa 1. Este experimento
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es importante para demostrar que las células cancerosas también son sensibles o resistentes, respectivamente, en
un entorno in vivo.

Etapa 3: Tratamiento de re-sensibilizacion de docetaxel con NS3728

Para determinar el efecto de re-sensibilizacién de NS3728 en combinacién con docetaxel en tumores de xenoinjerto
resistentes a docetaxel, se inoculan células MDA-MB-231 parentales y resistentes a docetaxel en ratones y se tratan
con vehiculo (grupo de control), docetaxel solo, NS3728 solo o una combinaciéon de NS3728 y docetaxel.

En todas las etapas, la formacion de tumores se controla por palpacion y se mide con un calibrador. El volumen tumoral
se calcula y se representa frente al tiempo en una curva de crecimiento. Los ratones se sacrifican cuando los tumores
estan cerca del tamafio maximo (12 mm) o si los ratones muestran signos de incomodidad o enfermedad.

Conclusiéon
En base a los experimentos in vitro (figura 6) y los experimentos de xenoinjerto con paclitaxel (figura 4) se espera
observar que una combinacion de docetaxel y NS3728 restaurara la sensibilidad al docetaxel en las células MDA-MB-

231 resistentes a docetaxel xenoinjertadas, reflejado en un volumen tumoral reducido en comparacién con NS3728
solo o docetaxel solo.
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REIVINDICACIONES

1. Un modulador VRAC de férmula |

()

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un tratamiento anticancerigeno para su uso en el tratamiento del
cancer, donde el tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de entre irinotecan, su
metabolito activo SN-38 o topotecan.

2. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el modulador VRAC se administra antes de y/o simultaneamente con y/o después
del inicio del tratamiento anticancerigeno.

3. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el modulador VRAC esta en forma de comprimidos o capsulas para la
administracién por via oral.

4. El modulador VRAC y el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el modulador VRAC esta en forma de un liquido para la administracion por via
intravenosa o infusion continua.

5. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el cancer es resistente al tratamiento anticancerigeno.

6. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el cancer es un tumor soélido, tal como un tumor sélido seleccionado de entre
sarcoma, carcinoma y linfoma.

7. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el cancer se selecciona de entre el grupo que consiste en cancer gastrointestinal,
cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de pulmon (cancer de pulmén de células no pequefias y cancer de pulmon
de células pequenas), glioblastomas, canceres de cabeza y cuello, melanomas malignos, cancer de piel de células
basales, cancer de piel de células escamosas, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer anal,
cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de cuerpo uterino, cancer de ovario, cancer de vesicula biliar,,
sarcomas, leucemia (mieloide y linfatica), linfomas, mielomatosis.

8. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el cancer es cancer metastasico.

9. El modulador VRAC y el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, donde el cancer es cancer colorrectal, tal como cancer colorrectal metastasico.

10. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde el cancer es cancer de mama, tal como cancer de mama metastasico.

11. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde el cancer es glioblastoma.

12. El modulador VRAC vy el tratamiento anticancerigeno para su uso segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde el cancer es cancer de pulmon.
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13. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un modulador VRAC de férmula

CFy
0)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un tratamiento anticancerigeno y uno o mas adyuvantes,
excipientes, vehiculos, tampones y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, donde el tratamiento anticancerigeno
es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de entre irinotecan, su metabolito activo SN- 38 o topotecan.

14. Una composiciéon que comprende una cantidad efectiva de un modulador VRAC de férmula |

()
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una cantidad efectiva de un tratamiento anticancerigeno para su
uso como medicamento, donde el tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa | seleccionado de
entre irinotecan, su metabolito activo SN-38 o topotecan.

15. Un kit de piezas que comprende un modulador VRAC de féormula |

FaC

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un tratamiento anticancerigeno, donde el modulador VRAC y el
tratamiento anticancerigeno estan formulados para la administracion simultanea, secuencial o separada y
opcionalmente instrucciones de uso, donde dicho tratamiento anticancerigeno es un inhibidor de topoisomerasa |
seleccionado de entre irinotecan, su metabolito activo SN-38, o topotecan.
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 12
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Fig. 13

LoVo resistentes a SN-38

120

[}

(=]

Lo |
ope

o O O O O
W W ot o

Je.J} ouU |o1U0D 3p 9%

37



ES 2770374 T3

Fig. 14
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Fig. 15
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