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@Resumen:

Raltegravir para uso como inhibidor de Fascinal en
cancer.

La presente invencion se refiere a un inhibidor de la
Fascinal para su uso en un método de tratamiento
para el cancer, en el que se trata a pacientes que
padecen cancer porque las células cancerosas son
positivas para la expresién de Fascinal, siendo dicho
inhibidor raltegravir. También se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende dicho
inhibidor de la Fascinal.
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DESCRIPCION
RALTEGRAVIR PARA USO COMO INHIBIDOR DE LA FASCINA1 EN CANCER
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere al campo de los medicamentos, en particular a los

productos terapéuticos contra el cancer.
Estado de la técnica anterior a la invencién

La identificacién de dianas moleculares es uno de los mayores avances en el tratamiento
del cancer. Estas terapias tienen como objetivo bloquear proteinas especificas que se
ven alteradas en el cancer y son responsables del fenotipo tumoral. La metastasis
tumoral sigue siendo la principal causa de mortalidad por cancer (Chen, Yang, Jakoncic,
Zhang y Huang, 2010) y la adquisicion previa de capacidad invasora es un requisito para
que las células del carcinoma accedan a los vasos y, por tanto, se extiendan por todo el
cuerpo. Este proceso implica un reordenamiento del citoesqueleto de actina que permite
que las células tumorales desarrollen protuberancias celulares, como filopodios e
invadopodios, que contribuyen a la migracion, invasion y metastasis de las células
cancerosas (Machesky y Lia., 2010). La Fascina1 es una proteina clave en la formacién
de filopodios e invadopodios, ya que posee actividad de unidn y agrupacién de actina
mediante el entrecruzamiento de la actina filamentosa en haces paralelos muy
compactos. La Fascinal esta ausente en la mayoria de los epitelios normales, pero se
expresa en muchos carcinomas humanos (Hashimoto, Kim y Adams, 2011) y varios
estudios previos han designado a esta proteina como un biomarcador candidato para
carcinomas agresivos. De hecho, varios estudios, incluido un meta-analisis, han
demostrado que la expresion de Fascinal estd asociada con un aumento de las
metastasis en los ganglios linfaticos y la progresion de la enfermedad y la mortalidad en

el cancer colorrectal y de mama (Tan, Lewis, Adams y Martin, 2013).

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa principal de muerte relacionada con el
cancer en hombres y mujeres en los Estados Unidos. Hay varias formas de tratar el
cancer colorrectal, segun su tipo y estadio. Como regla general, el tumor localizado se
reseca si no hay metastasis o complicaciones a distancia. Si hay afectacién ganglionar,
se puede administrar quimioterapia y en el caso de cancer de recto se recomienda

terapia de radioterapia (neoadyuvante) preoperatoria. Si existe metastasis a distancia,
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la quimioterapia y los anticuerpos monoclonales son el tratamiento clave asociado a la

radioterapia y / o cirugia en algunas ocasiones.

La quimioterapia va dirigida a atacar las células en proliferacion, incluidas, entre otras,
las células cancerosas. La quimioterapia comun en el CCR incluye 5-fluorouracilo,

capecitabina, oxaliplatino, irinotecan y raltitrexed.

El adenocarcinoma serrado (ACS) ha sido reconocido recientemente en la ultima
clasificacion de tumores del sistema digestivo de la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) como un nuevo subtipo de CCR. Se han propuesto y validado criterios para su
diagnostico histolégico en una serie que comprende 81 casos. La frecuencia de ACS
oscila entre el 7,5 y el 8,7% de todos los CCR y se ha demostrado que tiene peor
prondstico que el carcinoma convencional (CC). En consecuencia, el ACS, muestra una
frecuencia mas alta de caracteristicas histoldégicas adversas frente al CC en el frente
invasivo. Estas caracteristicas incluyen la gemacién de tumores de alto grado y
pseudofragmentos citoplasmaticos, patrén de crecimiento infiltrante y una respuesta de
linfocitos peritumoral débil. Recientemente, un estudio inmunohistoquimico sobre
moléculas de adhesion, ha demostrado un patrén de expresién diferente de ACS en
comparacion con CC. De acuerdo con la evidencia previa, dos estudios previos sobre
perfiles de ARNm, incluido el nuestro, han revelado que el ACS mostr6 una mayor
activacién de las funciones relacionadas con la morfogénesis, hipoxia, citoesqueleto y
transporte de vesiculas y también la sobreexpresion de HIF-1a (un factor inducible por
hipoxia), el gen antiapoptético hippocalcina y la Fascina1 (proteina de agrupacién de
actina asociada con invasion) en comparacién con el carcinoma convencional (CC)
(Laiho et al., 2007; Tuomisto et al., 2016). Ademas, se encontré que la Fascinal era el
marcador mas discriminatorio para distinguir ACS de CC con una sobreexpresion
inmunohistoquimica en el primero de 88,6% en comparacién con 14,3% en CC. Incluso
los tumores que muestran caracteristicas histologicas y moleculares de inestabilidad de
microsatélites mostraron menor expresion de Fascinal que ACS (50%). Los ensayos
de gPCR que analizaron la expresion de Fascinal en estos subtipos de CRC también

confirmaron estos hallazgos (Conesa-Zamora et al., 2013).
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Dado el papel causal de la Fascina1 en el fenotipo invasor de las células tumorales y su
sobreexpresion asociada con una peor supervivencia en una amplia variedad de tipos
de cancer (Tan et al., 2013), incluidos muchos sin terapia molecular personalizada como
el carcinoma de mama triple negativo, urge la necesidad de buscar nuevos inhibidores
eficaces contra la Fascina1l. En esta linea, la migrastatina y sus analogos se consideran
inhibidores tipicos de la Fascinal disminuyendo asi la migracién de células tumorales
metastasicas, la invasion y la metastasis tumoral (Chen et al., 2010) a pesar de que su

compleja estructura dificulta el proceso de sintesis quimica.

Recientemente, el antidepresivo imipramina ha demostrado propiedades anti-fascina,
anti-invasivas y anti-metastasicas en células de cancer colorrectal (Alburquerque et al.
2020) La imipramina (C19H24N2) es 3- (5,6-dihidrobenzo [b] [1] benzazepin-11-il) -N,

N-dimetilpropan-1-amina y tiene la siguiente férmula quimica:

o,

Dos estudios independientes, incluido el nuestro en poblacién finlandesa y espanola,
han demostrado que los ACS muestran una mayor frecuencia de mutaciones de KRAS
y BRAF en comparaciéon con el adenocarcinoma colorrectal convencional (Garcia-
Solano et al., 2012; Stefanius et al., 2011). Es por ello que el ACS es mas resistente a
la terapia anti-EGFR en la que se obtiene eficacia cuando KRAS y BRAF no estan
mutados. Ademas, los ACS son en su mayoria estables a microsatélites y, por lo tanto,

no pueden beneficiarse de los inhibidores inmunitarios como el pembrolizumab.

Dada la alta expresién de Fascinal en ACS y su papel en la invasién y metastasis
tumoral, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende raltegravir (RAL) para su uso en el tratamiento de CRC, ACS y otros tumores

que sobreexpresan Fascinal.

Raltegravir es un medicamento antirretroviral que se usa, junto con otros medicamentos,

para tratar el VIH / SIDA. Otros trabajos describen el uso de este compuesto en el
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tratamiento de canceres, sin embargo, su mecanismo de accién a través de la Fascina1

nunca ha sido identificado.

El articulo cientifico publicado por Chang y colaboradores (2019) revela la actividad
antitumoral del RAL en lineas celulares de cancer de pulmén con alta expresion de la
enzima ALDOA. Este documento implica que la eficacia del tratamiento se debe a la
unioén raltegravir-ALDOA. Sin embargo, la presente invencién se refiere a un mecanismo
de accion diferente, mediado por Fascinal. Ademas, el documento citado anteriormente

no describe el uso de lineas celulares de CRC, ni lineas celulares de ACS.
Descripcién de la invencién

Como se usa en el presente documento, "método de tratamiento" se refiere a la
administracion de una composicion, agente o inhibidor a un paciente el cual tiene un
trastorno con el proposito de curar, aliviar, remediar, retrasar el inicio, prevenir o mejorar
el trastorno, el sintoma de un trastorno, el estado patolégico secundario al trastorno o la

predisposicion al mismo.

Una "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad del
compuesto 0 agente que es capaz de producir un resultado médicamente deseable en
un paciente tratado. El método de tratamiento se puede realizar in vivo 0 ex vivo, solo o
junto con ofros farmacos o terapias. Se puede administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones, aplicaciones o dosis y no se

pretende que se limite a una formulacién o via de administracién particular.

Como se usa en el presente documento, "cancer en el que la Fascinal esta
sobreexpresada” significa que hay un nivel de expresién anormalmente mas alto que el
nivel (o cantidad) de la expresion del gen Fascinal basal que se expresa en tejidos

normales (o células normales).

El término "paciente" no esta limitado, siempre que sea un animal. Preferiblemente, el
sujeto es un animal mamifero, tal como un ser humano, perro, gato, caballo, ganado o
vaca, o cualquier otro tipo de animales mamiferos criados, por ejemplo, en zoolégicos,
preferiblemente un ser humano. Entre dichos animales, un sujeto que tiene un tumor
que sobreexpresa el gen de la Fascina1 es el animal al que nos referimos en la presente

invencion.
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El término "cancer de colon" como se usa en este documento se refiere a cualquier
cancer que se origina en el colon o recto, especialmente adenocarcinoma serrado, pero
también tumor del estroma gastrointestinal, carcinoma de células escamosas,
neuroendocrino y sarcoma de colon. Para la presente invencion, estos canceres deben

tener una sobreexpresion de Fascina.

El término "ARNmM" se refiere a un polimero de ribonucleétidos, acido ribonucleico

mensajero.

La presente invencién se refiere a un inhibidor de la Fascina1 para su uso en un método
de tratamiento para el cancer, en el que se trata a pacientes con cancer en el que se
detecta expresion de Fascinal en al menos el 10% de las células cancerosas de una

muestra obtenida del paciente, siendo dicho inhibidor Raltegravir (RAL).

Raltegravir es el compuesto denominado N - [(4-Fluorofenil) metil] -1,6-dihidro-5-hidroxi-
1-metil-2- [1-metil-1 - [[(5-metil-1,3, 4-oxadiazol-2-il) carbonil] amino] etil] -6-ox0-4
pirimidincarboxamida, de férmula quimica C20H20FKN60O5. Ademas, raltegravir

también incluye una sal, disolvente y / o éster farmacéuticamente aceptable del mismo.

La Fascina1 se detecta en al menos el 15% de las células cancerosas de una muestra
obtenida del paciente, preferiblemente al menos el 20% de las células cancerosas, mas
preferiblemente, al menos el 25% de las células cancerosas, incluso mas
preferiblemente al menos el 30% de las células cancerosas, incluso mas
preferiblemente al menos el 40% de las células cancerosas. %, incluso mas
preferiblemente al menos 50% de las células cancerosas, incluso mas preferiblemente
al menos 60% de las células cancerosas e incluso mas preferiblemente al menos 70%

de las células cancerosas.

La descripcion proporciona un método para determinar si un sujeto tiene, o esta en
riesgo de tener, cancer en el sentido de que la Fascinal sea detectada en al menos el
10% de las células cancerosas. El método incluye (i) obtener del paciente una muestra,
preferiblemente una biopsia del cancer; (ii) medir en la muestra la cantidad de células
cancerosas positivas para la proteina Fascinal mediante inmunotincion (por ejemplo,
inmunohistoquimica o inmunofluorescencia), (iii) calcular el% de células cancerosas

positivas para fascin1 del total de células cancerosas de la muestra.
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Se determina que el sujeto tiene, o corre el riesgo de tener, cancer si las células positivas
para la expresién de la proteina Fascinal son al menos el 10% de las células
cancerosas totales de la muestra obtenida del paciente. La muestra puede ser una
muestra de fluido corporal o una muestra de biopsia sélida. El método también puede
usarse para determinar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, recaida de cancer
metastasico, o para determinar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, cancer o

cancer metastasico que es resistente a quimioterapicos o terapias dirigidas.

La metodologia para evaluar las células positivas para Fascinal es mediante tinciéon
inmunohistoquimica como se ha descrito previamente (Conesa-Zamora et al.2013):
Para considerar que una célula tumoral es positiva para la expresion de Fascinal, se

realiza una tincion citoplasmica de Fascina1 en células cancerosas.

Las células cancerosas positivas para Fascinal se pueden detectar mediante reaccion
en cadena de la polimerasa, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas,
inmunotincion, inmunohistoquimica o inmunofluorescencia. Una persona experta sabria
cdmo identificar células cancerosas positivas para Fascinal utilizando protocolos

establecidos.
Fascina1 se detecta mediante inmunotincion, preferiblemente inmunohistoquimica.

El protocolo de inmunohistoquimica y los materiales empleados asi como el anticuerpo
contra la Fascinal, son los descritos en el trabajo Conesa-Zamora et al. 2013 en

particular en la informacion complementaria S1.

Cuando una persona experta o un patdlogo esta analizando una muestra de un paciente
tefiida para la Fascina1, podria encontrar que la tincion no es uniforme dentro de la
muestra o las células cancerosas de la muestra. Se considera una expresién positiva,
una tinciéon de la Fascinal en el endotelio vascular mientras que la ausencia de

expresion de Fascinal en mucosa normal es considerada como expresion negativa.

Un patdlogo o una persona experta en el campo sabria como realizar el procedimiento
de tincidn. Ademas, el experto en la materia sabria cédmo diferenciar la célula cancerosa
de otras células dentro de la muestra del paciente. Por ejemplo, mediante una tincién
regular con hematoxilina y eosina (H&E) o mediante el uso de marcadores de células

tumorales especificos como citoqueratinas: CK20, CK7, CKAE1 o CKAES3.
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La funcion de la Fascinal esta estrechamente relacionada con la motilidad celular, ya
que es una proteina del citoesqueleto. Se expresa ampliamente en tejidos de origen

ectodermo o endodermo.

El cancer en el que se detecta la Fascinal es un cancer de origen en tejdos derivados

del ectodermo o endodermo.

Los canceres en el que se detecta la Fascinal son cancer colorrectal, carcinoma de
mama triple negativo y cancer de pulmon de células no pequefias, preferiblemente

cancer colorrectal.
El cancer colorrectal es un adenocarcinoma serrado.

Las células tumorales del adenocarcinoma serrado poseen genes KRAS y BRAF

nativos.

Un médico reconoceria las mutaciones puntuales particulares en KRAS y BRAF que
estan asociadas con el cancer; por ejemplo, en el caso de KRAS, las mutaciones
puntuales mas relevantes en la secuencia polipeptidica son: G12C, G12V, G12S, G12D,
G12A, G12R y G13R. En el caso de BRAF, la mutacion puntual mas relevante en la

secuencia polipeptidica es: V600E

El tratamiento del cancer se considera como la supresion de la colonizaciéon

metastasica.

La supresién de la colonizacién metastasica comprende la supresién de la colonizacion

metastasica en al menos un érgano como pulmén, higado y ganglios linfaticos.

Fascina1 es una proteina encargada del reordenamiento del citoesqueleto de actinag, la
secuencia de ADN humano del gen de la fascinal se puede encontrar en la base de
datos Ensembl con el cédigo ENSG00000075618. La secuencia de la proteina humana

Fascina1 se puede encontrar en la base de datos UniprotkKB con el cdédigo Q16658.

Raltegravir actua como inhibidor de la Fascinal al unirse a él y prevenir la invasion y

metastasis de células cancerosas.

El tratamiento comprende administrar a un paciente una cantidad eficaz de Raltegravir.

La dosis particular administrada de acuerdo con esta invencién estara determinada por

las circunstancias particulares que rodean el caso, incluyendo el Raltegravir

8
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administrado, la via exacta de administracién, el cancer particular que se esta tratando,

el sujeto receptor y consideraciones similares.

Un médico experto en la materia conoceria la mejor via de administracién, dosis y

concentracion para lograr un efecto terapéutico.

El raltegravir se puede administrar por via parenteral, oral, nasal, rectal, tépica o bucal.
El término "parenteral”, como se usa en el presente documento, se refiere a la inyeccion
subcutanea, intracutanea, intravenosa, intrmuscular, intraarticular, intraarterial,
intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional o intracraneal, asi como a cualquier

técnica de infusién adecuada.

La concentracién de Raltegravir, en este caso en particular, ha sido establecida entre

0,1 uM y 1000 uM, preferiblemente 1 uM y 100 uM, mas preferiblemente 5 yM y 50 uM.

Para confirmar la inhibicién de fascin1 o el tratamiento, se puede evaluar y / o verificar
la inhibicion de la supervivencia de las células cancerosas, la supervivencia hipéxica, la
supervivencia metastasica o la colonizacidén metastasica usando tecnologia conocida
en la técnica antes y / o después del paso de administracion. Estas tecnologias incluyen

exploraciones por TC o exploraciones por PET de 6rganos del cuerpo.

De manera adicional a la invencion, se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende el inhibidor de Fascina 1 descrito anteriormente, para su uso en un método
de tratamiento para el cancer, en el que se trata a pacientes con cancer en el que se
detecta Fascinal1 en, al menos, el 10% de las células cancerosas de una muestra
obtenida del paciente que comprende al menos un vehiculo farmacoldégicamente

aceptable.

Se entiende como un "vehiculo farmacolégicamente aceptable", a aquel que después
de ser administrado sobre un sujeto, no causa efectos fisioldgicos indeseables. El
vehiculo en la composicién farmacéutica debe ser "aceptable” también en el sentido de
que sea compatible con el ingrediente activo y pueda ser capaz de estabilizarlo. Se
pueden utilizar uno 0 mas agentes solubilizantes como vehiculos farmacologicos para
el suministro de un compuesto activo. Los ejemplos de un vehiculo farmacoldégicamente
aceptable incluyen, pero no se limitan a, vehiculos, adyuvantes, aditivos y diluyentes
biocompatibles para lograr una composicion utilizable como forma de dosificacidon. Los
ejemplos de otros vehiculos incluyen 6xido de silicio coloidal, estearato de magnesio,

celulosa, lauril sulfato de sodio y D&C Yellow 10.

9
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La composicion farmacéutica de la invencién se puede administrar por via parenteral,
oral, nasal, rectal, topica o bucal. El término "parenteral", como se usa en este
documento, se refiere a inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional o

intracraneal, asi como a cualquier técnica de infusion adecuada.

La composicidn farmacéutica de la inyenciéon se puede administrar como un inyectable
estéril que puede ser una solucidbn o suspension en un diluyente o disolvente
parenteralmente aceptable no toxico. Tales soluciones incluyen, pero no se limitan a,
1,3-butanodiol, manitol, agua, solucién de Ringer y solucion isotdnica de cloruro de
sodio. Ademas, los aceites fijos se emplean convencionalmente como disolvente o
medio de suspensidn (por ejemplo, mono o diglicéridos sintéticos). Los acidos grasos,
como el acido oleico y sus derivados de glicéridos, son utiles en la preparacion de
inyectables, al igual que los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, como el
aceite de oliva o el aceite de ricino, versiones polioxietiladas de los mismos. Estas
soluciones o suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o dispersante
de alcohol de cadena larga tal como carboximetilcelulosa o agentes dispersantes
similares. Otros tensioactivos comunmente usados, tales como Tweens 0 Spans u otros
agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad similares, que se usan
comunmente en la fabricacion de formas farmacéuticamente aceptables sélidas,
liquidas u otras formas de dosificacién, también pueden usarse con el proposito de

formulacion.

Una composicion para administracion oral puede ser cualquier forma de dosificaciéon
aceptable por via oral, incluidas capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones,
dispersiones y soluciones acuosas. En el caso de tabletas, los vehiculos comunmente
usados incluyen, pero no se limitan a, lactosa y almidon de maiz. También se afiaden
tipicamente agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para la
administracién oral en forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almiddn
de maiz seco. Cuando se administran suspensiones o emulsiones acuosas por via oral,
el ingrediente activo se puede suspender o disolver en una fase aceitosa combinada
con agentes emulsionantes o de suspension. Si se desea, se pueden afnadir ciertos

agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

10
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La composicién farmacéutica para la administracién oral tiene al menos uno de los
vehiculos farmacéuticamente aceptables descritos en EP2529741B1.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion tdpica segun la invencion
descrita se pueden formular como soluciones, unguentos, cremas, suspensiones,
lociones, polvos, pastas, geles, aerosoles, aerosoles o aceites. Alternativamente, las
formulaciones topicas pueden estar en forma de parches o apdsitos impregnados con
ingrediente (s) activo (s), que opcionalmente pueden comprender uno 0 mas excipientes
o diluyentes. En algunas realizaciones preferidas, las formulaciones tépicas incluyen un
material que potenciaria la absorcion o penetracion del agente o agentes activos a
través de la piel u otras areas afectadas.

Una composicién tépica contiene una cantidad segura y eficaz de un vehiculo
dermatologicamente aceptable adecuado para su aplicacion en la piel. Una composicién
o componente "cosméticamente aceptable" o "dermatolégicamente aceptable"” se refiere
a una composicion o componente que es adecuado para su uso en contacto con la piel
humana sin toxicidad, incompatibilidad, inestabilidad, respuesta alérgica y similares
indebidas. El vehiculo permite administrar un agente activo y un componente opcional
a la piel en una concentracién o concentraciones apropiadas. Por tanto, el vehiculo
puede actuar como diluyente, dispersante, disolvente o similar para garantizar que los
materiales activos se apliquen y distribuyan uniformemente sobre el obijetivo
seleccionado a una concentracién apropiada. El vehiculo puede ser sélido, semisélido
o liquido y puede estar en forma de locién, crema o gel, en particular uno que tenga un
espesor o limite de elasticidad suficiente para evitar la sedimentacion de los materiales
activos. El vehiculo puede ser inerte o poseer beneficios dermatolégicos. También
deberia ser fisica y quimicamente compatible con los componentes activos descritos en
este documento y no deberia perjudicar indebidamente la estabilidad, eficacia u otros

beneficios de uso asociados con la composicion.

Un agente terapéutico puede administrarse in vivo o ex vivo, solo 0 en una composicion
junto con otros farmacos o terapia, es decir, una terapia de coctel. Por ejemplo, en el
tratamiento de tumores, particularmente tumores malignos, los agentes se pueden usar
solos o0 en combinacidn con, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos,
radioterapéuticos, apoptdpicos, antiangiogénicos y / 0 inmunotoxinas o coaguligandos.
En algunas realizaciones, la administracion de una composicién farmacéutica de dos o

mas agentes / terapias es simultanea. En otras realizaciones, se administra un primer
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agente / terapia antes de un segundo agente / terapia. Los expertos en la técnica
comprenden que las formulaciones y / o vias de administracidon de los diversos agentes

/ terapias usados pueden variar.

La composicion farmacéutica incluye administrar a la persona un agente terapéutico
adicional. Los ejemplos del agente terapéutico adicional incluyen uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en 5-fluoro uracilo, Oxaliplatino, Irinotecan,
Capecitabina, Gemcitabina, Cetuximab, Taxol, Avastin, acido folinico (leucovorina),
Regorafenib, Zaltrap, inhibidores de la topoisomerasa |, NKTR -102, Tivantinib, PX-866,
Sorafenib, Linifanib, inhibidores de quinasa, Telatinib, XL281 (BMS-908662),
Robatumumab e inhibidores de IGF1-R.

La composicidén farmacéutica de la invencion se puede administrar como tratamiento

posterior o simultaneamente con otras terapias.

La composicion farmacéutica se puede administrar con un intervalo de administracion
variable, por ejemplo de 1 a 7 veces por semana, preferiblemente de 2 a 6 veces por

semana o de 3 a 5 veces por semana.

La dosis eficaz de Raltegravir y la composicidén farmacéutica que lo comprende depende
de la naturaleza de las condiciones, la forma de ejecucién y la formulacién farmacéutica,
y vendra definida por la experiencia de un médico. La dosis eficaz de Raltegravir puede
considerarse entre 0,0001 y aproximadamente 1000 mg / kg de peso corporal por dia,
o entre 0,01 y aproximadamente 500 mg / kg de peso corporal por dia, o entre 0,01 y
100 mg / kg de peso corporal por dia. o de 0,05 a aproximadamente 10 mg / kg de peso
corporal por dia. Por ejemplo, la dosis diaria para una persona adulta de
aproximadamente 70 kg de peso corporal estara en el rango de 1 mg a 1000 mg, o0 entre

5 mg y 500 mg, y puede realizarse en dosis unicas o multiples, diarias o no.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y las
variaciones de la palabra no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Ademas, la palabra "comprender” y sus variaciones engloban el
término "que consiste en". Objetos, ventajas y caracteristicas adicionales de la invencién
resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras el examen de la descripcion o
se pueden aprender mediante la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos se

proporcionan a modo de ilustracién y no se pretende que sean limitantes de la presente
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invencion. Ademas, la presente invencién cubre todas las combinaciones posibles de

realizaciones particulares y preferidas descritas en este documento.

Breve descripcién de las imagenes

Figura 1. La dinamica molecular promedio resulta en mas de 100 nanosegundos (ns)
para las interacciones principales entre fascin1 con NP-G2-029 (G2) y raltegravir. (A)
Residuos que interaccionan y tipos de interaccién entre la Fascin1 y G2 (panel superior)
y la Fascina1 y Raltegravir (panel inferior). (B) Representacién bidimensional (2D) de
las principales interacciones proteina-ligando entre la Fascinal y G2 (izquierda) y
Raltegravir (derecha). Se muestran las interacciones que ocurren mas del 30.0% del
tiempo de simulacién en la trayectoria seleccionada (0.00 a 100.00 nseg) Nota: es
posible tener interacciones con> 100% ya que algunos residuos pueden tener multiples
interacciones de un solo tipo con el mismo atomo. Por ejemplo, la cadena lateral ARG
tiene cuatro donantes de enlaces H que pueden formar enlaces de hidrégeno con un

solo aceptor de enlaces H.

Figura 2. La union del Raltegravir a la Fascinal se validé aun mas in vitro mediante
experimentos de titulacion de la fluorescencia, lo que genera una constante de
disociacién alta (Kd = 180 = 10 uM). El panel superior, se muestran los espectros de
emision de fluorescencia, el perfil de despliegue térmico de la proteina se controlé
siguiendo la senal de fluorescencia de un tinte hidréfobo que aumenta su sefial de
fluorescencia al unirse a los parches hidréfobos que quedan expuestos a medida que
se despliega la proteina. El panel inferior muestra la curva isoterma de union de la
Fascinal en presencia de concentraciones crecientes de RAL. Los circulos blancos
representan el centro de masa de los diferentes espectros, y las lineas continuas

corresponden al mejor ajuste de los datos a un modelo de enlace de un sitio.

Figura 3. Interaccidn entre el Raltegravir y la Fascinal observada por resonancia
magnética nuclear (RMN) basada en ligandos. (A) Espectro de RMN 1H de referencia
del Raltegravir; (B) Espectros de RMN de diferencia de transferencia de saturacion
(STD) y (C) Espectros de RMN WaterLOGSY (WL) del Raltegravir 500 uM solo (negro)
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0 en presencia de Fascina1 10 uM (rojo). La sefial de 1H residual de d6-dimetilsulfoxido
(d6-DMSO) esta marcada con un solo asterisco (*). Las sefiales aromaticas se muestran

en los recuadros a la izquierda de cada panel.

Figura 4. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) donde se observa la union de
actina en presencia de Fascinal e inhibidores (tincidén negativa). (A) Filamentos de
actina F polimerizados. (B) En condiciones control (DMSQ), los filamentos de actina se
formaron haces en presencia de Fascinal en una proporciéon de 1: 1. (C) F-actina y
Fascina1 previamente incubados con Raltegravir 30 uM y (D) con 10 uM de control anti-
fascina, compuesto G2. (E) Anélisis cuantitativo del numero de filamentos de actina en
presencia de los compuestos y comparacién con las condiciones de control (*** p
<0,001).

Figura 5. Se muestran los niveles de expresion de ARNm de Fascina1 en ocho lineas
celulares colorrectales usando B-actina como control para la normalizacidon de los datos.
HCT-116 y SW-480 muestran la expresién de Fascina1 mas alta, mientras que LOVO,

DLD-1 y HT-29 muestran la mas baja.

La Figura 6. Se muestra el ensayo de viabilidad. Se observa la viabilidad celular de dos
lineas celulares colorrectales DLD-1 y HCT-116 tras el tratamiento con Migrastatina

como control anti-fascina (A) y Raltegravir (B).

La Figura 7. Inmunofluorescencia de Fascinal (A-J) y Actina (K-T) en dos lineas
celulares; HCT-116 (A-E, K-O) y una linea celular de queratinocitos derivada de una
linea celular no tumoral HaCaT (F-J, P-T). Se muestra la inmunofluorescencia con
anticuerpos contra Fascinal y Actina, observandose la inhibicién de la formacién de

filopodios causada por los tratamientos con Raltegravir (RAL) y Migrastatina (MGS).

La Figura 8. Se muestra la inhibicién de la migracién de dos lineas celulares provocada
por el tratamiento con Raltegravir y Migrastatina. (A) HCT-116, (B) DLD-1, (C). La

migracién fue calculada respecto a las condiciones control.

La Figura 9. Se muestra cémo el Raltegravir (RAL) inhibe la capacidad invasora de las
células. (A) Porcentaje de invasion en células DLD-1 transfectadas con Fascina1 (pGFP
frente a pGFP-FSC1). (B) Porcentaje de invasion en células HCT 116 no transfectadas.

(C) Niveles de ARNm de Fascina1 en células DLD-1 transfectadas.
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Figura 10. Curvas de supervivencia de larvas de pez cebra cuando se trataron con
Raltegravir y Migrastatina en el medio E3 (A) y cuando fueron inyectadas con HCT-116
o lineas de células tumorales DLD-1 transfectadas con Fascina1 (B). Las células DLD-

1 fueron previamente transfectadas para aumentar la expresién de Fascina1l.

Figura 11. Ensayos de invasién de pez cebra 4 dias después del xenoinjerto. (A) Las
imagenes muestran las células invasivas y no invasivas en un modelo de pez cebra. En
el panel derecho, se muestra la capacidad de invasién de cada linea celular. (B) Se
inyectaron células cancerigenas HCT-116 en larvas de pez cebra y luego se trataron
con Migrastatina y Raltegravir. El efecto de Raltegravir en la disminucion del porcentaje
de invasion celular y el numero de focos de invasion es similar al de la Migrastatina. (C)
Efecto de los farmacos sobre la media del porcentaje de larvas de pez cebra con
invasion en células DLD-1 transfectadas con Fascina1. (D) Efecto de los farmacos sobre
el numero de focos de invasion en células DLD-1 transfectadas con Fascina1. Los datos
se muestran como media + DE; en comparacidn con el control, * p = 0,049-0. 01. ** p =
0,001-0,009. *** p = 0. 0001-0.0009. **** p <0. 0001.

Figura 12 Potencial anti-metastasico de RAL en pez cebra. (A) Seis dias después de la
inyeccion, se examinaron las larvas para evaluar si la micrometastasis se desarrollaba
al invadir las células HCT 116 nativas y DLD-1 transfectadas. (B) Los criterios de
evaluacién fueron la presencia de colonias de células cancerosas humanas (flechas)
fuera del saco vitelino. Los datos se muestran como media + DE; en comparacién con
la condicion de control, * p = 0,049-0,01. ** p = 0,001-0,009. *** p = 0, 0001-0,0009. ****
p <0,0001.
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Ejemplos

Con el objetivo de encontrar nuevos compuestos anti-Fascina1, llevamos a cabo un
cribado in silico de una biblioteca de compuestos seleccionados por su potencial para
unirse a Fascinal, que posteriormente fueron evaluadas in vivo mediante un ensayo
fisico-quimico para determinar su interaccién real con la Fascinal1. Los compuestos que
se unen a Fascina1 fueron probados en lineas de células colorrectales para determinar
su actividad para inhibir tanto la formacion de lamelipodios como la formacion de haces
actina. Posteriormente, se realizaron ensayos de migracién e invasion utilizando lineas
celulares de cancer colorrectal con el fin de probar si el grado de invasién se veia
afectado por el tratamiento con inhibidores de Fascinal. Finalmente, se utilizé6 un
modelo in vivo en larvas de pez cebra para evaluar la invasién tumoral. Todos estos
experimentos que se explican a continuacion confirman que el Raltegravir es un
compuesto capaz de unirse a la Fascinal y con efectos antimigratorios y antiinvasivos
tanto en ensayos in vitro como in vivo. Dado que el Raltegravir se une directamente a la
Fascinal y los efectos antitumorales del Raltegravir son dependientes de Fascina1,
confirmamos que su accidn terapéutica se debe a esta interaccion. Como la Fascina1
se sobreexpresa en otros tipos de cancer también asociados con mal prondstico, como
el carcinoma de mama triple negativo y el cancer de pulmén, Raltegravir tendra un efecto
beneficioso en otros tipos de tumores ademas del cancer colorrectal, como el cancer de
mama triple negativo (Rodriguez-Pinilla, et al 2006) y cancer de pulmén no microcitico
(Zhang et al, 2018).

Cribado Virtual

Se aplicaron técnicas de cribado virtual o virfual screening (VS) para identificar
compuestos capaces de inhibir con mayor eficacia la Fascinal que la migrastatina. Se

aplicaron calculos de VS basados en acoplamiento molecular utilizando AutodockVina
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para proponer compuestos aprobados por la FDA como inhibidores de la Fascina1. Para
ello, se extrajo el modelo estructural de la Fascinal de la estructura cristalina del banco
de datos de proteinas (PDB) con el cédigo 6BO0T y se convirtio a formato PDBQT con
MGLTOOLS (http://mgltools.scripps.edu) utilizando parametros predeterminados. El
ligando co-cristalizado con la Fascina1 en 6BOT (NP-G2-029, compuesto G2) también
se convirtio al formato PDBQT. A continuaciéon, este modelo de proteina se examind con
AutdockVina frente a un subconjunto de compuestos de la biblioteca DrugBank (versién
5.0; de 9591 compuestos, incluidos 2037 aprobados por la FDA estadounidense, 96
nutracéuticos y 6000 experimentales) y el compuesto NP-G2-029.

Una vez finalizados los calculos de Virtual screening (VS) anteriores, se seleccionaron
los 20 compuestos principales en funcidén a su acoplamiento. En este listado se detecté
NP-G2-029. A continuacion, y después de la inspeccidn visual de los acoplamientos
resultantes para estos compuestos, priorizamos los ligandos que compartian el resto del
anillo aroméatico halogenado de NP-G2-029 y las interacciones clave que establece con
los residuos vecinos, especificamente el apilamiento pi-pi con TRP101 e interacciones
hidrofébicas con VAL134. Por lo tanto, seleccionamos al Raltegravir (codigo de
DrugBank DB06817) siguiendo este criterio, y luego realizamos la Dinamica Molecular
(MD) para estos dos complejos proteina-ligando con el fin de estudiar la evolucién
dinamica de estos complejos y verificar la estabilidad de los ligandos en el sitio de unién.
Las simulaciones de MD se realizaron con la version GPU de Desmond incluida en la
suite Maestro 2019.4 (Schrédinger LLC), en un servidor con una NVIDIA QUADRO PRO
5000. Los complejos se solvataron en un ambiente acuoso en una caja cubica con una
distancia minima de 10 A entre cada ligando y el limite de la caja (para condiciones de
limite periédicas). Posteriormente, los sistemas se neutralizaron en NaCl 0,15 M y se
emplearon el campo de fuerza OPLS3 y los modelos de agua TIP3P-TIP4P [29] (REF
mark nilsson). Inicialmente, los sistemas se configuraron en el conjunto NPT y la presién
se controlé mediante la metodologia Martyna-Tobias-Klein, y se empled el termostato
Nose-Hoover para mantener el sistema cerca de 310K. Las trayectorias MD de
produccién se ampliaron a 100 nanosegundos (ns) por sistema. Las trayectorias de MD
resultantes se analizaron en términos de interacciones proteina-ligando promediadas a
lo largo del tiempo y también en términos de la desviacidén cuadratica media (RMSD) de
las fluctuaciones.

Ambos complejos producen valores de fluctuacion de RMSD inferiores a 4 A, lo que
implica la estabilidad de ambos ligandos en el sitio de unién a Fascina. En la figura A,
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ambos graficos muestran las principales interacciones entre Fascinal y G2 (arriba) y
RAL (abajo), los residuos de aminoacidos mas relevantes se encuentran en el gje X,
mientras que el eje Y muestra la fraccién de interaccion. Estas interacciones se pueden
clasificar por tipos y resumir, como se muestra en el grafico anterior. Las interacciones
proteina-ligando (o 'contactos') se clasifican en cuatro tipos: enlaces de hidrogeno,
puentes hidrofobos, idnicos y de agua. Cada tipo de interaccién contiene subtipos mas
especificos, que se pueden explorar a través del panel 'Diagrama de interacciones de
simulacion'. Los graficos de barras apiladas se normalizan a lo largo de la trayectoria:
por ejemplo, un valor de 0,7 sugiere que el 70% del tiempo de simulaciéon se mantiene
la interaccion especifica. Son posibles valores superiores a 1,0 ya que algunos residuos
de proteinas pueden hacer multiples contactos del mismo subtipo con el ligando. En
ambos casos los residuos mas relevantes son TRP-101 y VAL134. En la Figura 1B
podemos observar una representacion 2D de las interacciones proteina-ligando
promediadas sobre las trayectorias de 100 ns, Fascinal y G2 (izquierda) y Fascinal y
RAL (derecha). Ambos compuestos comparten patrones de interaccién similares y el
Raltegravir forma, ademas, una densa red de enlaces de hidrégeno con moléculas de
agua vecinas, lo que podria estar relacionado con un aumento de la estabilidad si lo
comparamos con NP-G2-029. En general, los SV confirman que el Raltegravir interactua
directamente con la Fascina1 in silico, aunque la estructura quimica de esas moléculas
es muy diferente, ver Fig. 1B.

Titulacién por termofiuor y fluorescencia

Los ensayos de Fluorimetria de Barrido Diferencial (Thermofluor) se realizaron usando
un sistema de RT-PCR Biorad C1000 Touch Thermal Cycler CFX96 en un formato de
96 pocillos. Se prepararon mezclas de reaccidén de 25 pL que contenian Fascinal 2 yM
(Hypermol) en Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM y sacarosa al 5% a pH 7,4, en
presencia de SYPRO Orange (dilucién de 1000 veces del stock comercial (Invitrogen).
Los compuestos indicados, preparados a 10 mM en DMSO al 100%, se agregaron a
cada pocillo hasta una concentracién final de 1 mM y DMSO al 10%. Se realizaron tres
repeticiones por compuesto junto con seis controles internos, que contenian solo
proteina libre en DMSO al 10%.Las placas de PCR se taparon y posteriormente se
agitaron, centrifugaron, incubaron durante 2 min a 20 °C dentro de la maquina de RT-
PCR y se calentaron de 20 a 100 °C a una velocidad de barrido de 1°C / min. Se
obtuvieron perfiles de desnaturalizacion registrando la intensidad de fluorescencia para
los filtros predefinidos FAM, HEX y T-Red. Se utiliz6 la derivada de la curva de
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fluorescencia para determinar la temperatura de fusion (Tm). Los cambios en la Tm
asociados a la unién del ligando se estimaron tomando la Tm promedio valor derivado
de los controles internos de proteina libre. La Fascinal se dializé con el tampdn
apropiado antes de cada experimento de titulacién. La concentracién de Fascinal se
determin6é midiendo la absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de extincién de
67840 cm-1 - M-1.

Los experimentos de titulacion de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro
Cary Eclipse (Varian Inc.). Se valoré una solucion de Fascinal 15 yM (14,7 uM) con
cada compuesto anadiendo volumenes crecientes de soluciones concentradas. Los
espectros de emisién se registraron entre 307 y 500 nm a 25 °C en DMSO al 10%, NaCl
100 mM, Hepes 20 mM, pH 7,4, con la longitud de onda de excitacién fijada en 280 nm.
Las isotermas de unién se generaron usando los cambios en el area espectral y se
ajustaron usando ORIGIN 7.0 (Microcal Inc.) a un modelo de unidén de equilibrio de un

sitio, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(P L+ K) =B+ L + K,V — 4P L,
2P,

F:Ff+(En_Ff)

Donde Ff y Fb son la sefal de fluorescencia de Fascina1 libre y uniday PT y LT son la

concentracion total de proteina y ligando, respectivamente, en cada punto de adicion.

Los resultados se resumen en la Figura 2. El perfil de despliegue térmico de la proteina,
sola o en presencia del ligando salvaje, se controlé siguiendo la sefial de fluorescencia
de Sypro Orange, un tinte hidrofébico que aumenta su senal de fluorescencia al unirse
a los parches hidrofobicos que quedan expuestos a medida que se desarrolla la
proteina. La unién del ligando aumenta la Tm de la transicion de despliegue en una

cantidad proporcional a la afinidad de unién del ligando.

Como se mostré anteriormente (Alburquerque et al, 2020), a pH 7,4, la Fascinal se
despliega en una sola transicién, sin mostrar dependencia de la concentracién y con
buena tolerancia al DMSO. Se probé la unién de Raltegravir a Fascina1 2 yM a una
concentracion final de 1 mM en DMSO al 10%, lo que induce una estabilizacién
moderada de la proteina, indicativa de una interaccién débil a moderada con Fascinal.

La unién de Raltegravir a Fascinal se validé aun mas in vitro mediante experimentos
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de titulacion de fluorescencia, 10 que genera una constante de disociacion en el rango
microMolar alto (Kd = 180 £ 10 uM). La constante de disociacion del Raltegravir es
ligeramente mas baja que la de la Imipramina Kd, lo que significa que se une a Fascina1
con mayor afinidad que la Imipramina (Alburquerque et al, 2020). Por lo tanto,

Raltegravir es un mejor inhibidor de Fascina1 que la Imipramina.

RMN de interaccién por ligando

La interaccion entre el Raltegravir y la Fascina1 recombinante se confirmé ademas
mediante métodos de espectroscopia de RMN basados en ligandos. Se llevaron a cabo
experimentos de RMN de diferencia de transferencia de saturacion (DTS) y
WaterLOGSY (WL), que permiten la evaluacién directa de la interaccién ligando-
proteina en solucién y se utilizan a menudo en cribados de alto rendimiento gracias a
su tiempo de adquisicion relativamente rapido. Ambos experimentos muestran los
cambios de intensidad en las resonancias de ligandos causados por la transferencia de
magnetizacion mediada por el efecto nuclear Overhauser (NOE), como consecuencia
de la interaccién con la proteina diana. En el experimento DTS, se registran dos
espectros de RMN de 1H después del pulso de saturacidn selectiva de proteina con o
sin resonancia, respectivamente, y se calcula el espectro de diferencia. La interaccidon
ligando-proteina se reconoce por la presencia de senales positivas en el espectro de
RMN de diferencia, mientras que la falta de interaccién (por ejemplo, en una muestra de
control en ausencia de proteina) no produce sefales. En el experimento de WL, la
magnetizacién de agua se transfiere parcialmente al ligando en el estado unido a
proteina, que luego se intercambia rdpidamente con el ligando libre. Un compuesto que
no interactua da como resultado resonancias positivas, mientras que las interacciones
proteina-ligando se caracterizan por senales negativas 0 por sefales positivas que
disminuyen en intensidad con respecto a la muestra de control. Los experimentos de
RMN anteriores realizados con Raltegravir en presencia de Fascinal muestran
claramente una interaccién (Figura 3). Especificamente, se detectaron sefiales
aromaticas positivas (ver el recuadro en la Figura 3a) en el espectro DTS de la mezcla,
mientras que estaban ausentes en el espectro control sin Fascina1 (Figura 3b), y en el
espectro WL las mismas sefales disminuyeron en intensidad en comparacién con el
control sin Fascina1 (Figura 3c). En las Figuras 3b y 3¢ se puede observar que los picos

a 7.0-1.1y 17.3-7.4 & [1H] ppm (partes por millén) solo estan presentes cuando se
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analiza el complejo Fascina1-Raltegravir, no cuando el Raltegravir se analizd solo. Los
datos de RMN confirman que el Raltegravir interactua directamente con la Fascina1 en

solucién.
Microscopia electrénica de transmision

Se evalud la microscopia electrénica de transmision (MET), siguiendo la metodologia
previa de Jansen et al. 2011 (Jansen et al., 2011). Se polimerizé actina purificada (21
MM) de acuerdo con el protocolo de Actin Binding Protein BiochemKit TM Muscle Actin
(Cytoskeleton Inc., Denver, CO, EE. UU.). Se incub6 con la actina con Fascina1
recombinante humana (Hypermol, Bielefeld, Alemania) (molar relacién 1: 1) durante 30
min a temperatura ambiente. La Fascinal se incub6 previamente durante 2 horas a
temperatura ambiente con dimetilsulféxido al 0,1% (DMSO, control), G2 10 uM o RAL
30 pM. Las muestras se adsorbieron directamente en rejillas de cobre de malla 200
durante 30 segundos, se secaron para eliminar el exceso de solucién, se lavaron dos
veces con agua destilada y se tifileron negativamente con acetato de uranilo al 1% (p /
v) durante 30 segundos y se secaron nuevamente. El estudio de MET de los filamentos
de actina y los haces de Fascina1-actina se realiz6 en un microscopio electronico de
transmisién PHILIPS TECNAI 12 (Osaka,Japén) a un voltaje de aceleracion de 80 kV y
un aumento de hasta 135.000X. Las imagenes se capturaron en una camara de
dispositivo acoplada (Megaview Ill). Los numeros de filamentos se contaron
manualmente en 20 imagenes / condicion y se analizaron estadisticamente (prueba de
Kruskal-Wallis).

La microscopia electronica de transmisién mostré (Figura 4) que solo la F-actina
polimerizada incubada en presencia de Fascina1 podia formar haces de filamentos. La
Fascina1 preincubada con 10 yM G2 y 30 uM RAL, provocé la desorganizacién de los
haces, lo que resulté en un numero menor de filamentos que en las condiciones de
control. Aunque ambos compuestos presentan una desorganizacién del haz similar, la
ventaja del descubrimiento de Raltegravir como inhibidor de los haces de actina reside
en que se trata de un farmaco aprobado por la FDA y, por tanto, un farmaco seguro.
Cultivo de células

Se adquirieron ocho lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD): SW480, DLD1, HCT 15,
HCT116, HT-29, LST174, SW620 y LOVO. Las lineas celulares se cultivaron en medio

Eagle modificado de Dulbecco con alto contenido de glucosa (DMEM) que contenia
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suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor al 10%, penicilina 50 U / ml y estreptomicina
50 pg / ml (Sigma Aldrich Chemical Co., EE. UU.) En un atmésfera de 5% CO2 y 95%
aire humidificado a 37 ° C. El subcultivo se realizé cuando se obtuvo una confluencia
del 90%. La expresion del gen de la Fascinal se midié siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (Conesa-Zamora et al, 2013). El ARN se extrajo tratando sedimentos de
lineas celulares de unas 200.000 células con 700 pl de Qiazol (Qiagen ref: 1023537) y
anadiendo 140 ul de cloroformo y centrifugando a 12.000 g durante 15 min a 4°C. La
fase acuosa que contenia 350 ul se sometié a una extraccion automatica de ARN total
utiizando el equipo Qiacube y el miRNeasy Mini Kit (ref: 217004), ambos
proporcionados por Qiagen. El cDNA se obtuvo usando el kit de sintesis de cDNA
Maxima First Strand para RT-gPCR de Thermo Fisher (n° de cat. K1671) siguiendo la
informacién del fabricante. Se anadieron cinco microlitros de ADNc diluido 1: 5 a la
reaccion de qPCR que contenia 12,5 pl del kit de PCR 2X QuantiTect SYBR Green (ref:
204145) de Qiagen y 300 nM de cada cebador en un volumen total de 25 yl. La gPCR
se realizé en un sistema de PCR en tiempo real 7500F por Applied Biosystems (Foster
City, CA, EE. UU.) segun el manual de instrucciones y siguiendo el protocolo estandar:
50°C 2 min, 95°C 10 min, 40 ciclos de 95°C 15 seg, 60°C 1 min y una etapa de curva de
fusidbn que consta de 95°C 15 seg, 60°C min, 95°C 30 seg y 60°C 30 seg. La
cuantificacion relativa se realizé6 mediante el método 2-ACt utilizando B-actina como gen
de referencia. Las cantidades de ARNm se dan como numero de copias por millon de
copias de B-actina. Los cebadores de B-actina utilizados para la cuantificacion de
Fascina1 fueron 115F y 116R, mientras que los de HPCA y DAG1 fueron b-a-bigF y b-
a-blgR.

Las secuencias de cebadores utilizadas para la validacién cuantitativa por PCR para
Fascinal (ENSG00000075618) y B-actina (ENSGO00000075624) se enumeran en
Conesa-Zamora. P 2013 Informacién complementaria S1. Los resultados se pueden

observar en la Figura 5y la Tabla 1.
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REIVINDICACIONES
1. Uninhibidor de Fascina1 para su uso en un método de tratamiento para el cancer, en
el que se trata a pacientes con cancer en el que se detecta Fascinal en, al menos, el
10% de las células cancerosas de una muestra obtenida del paciente, siendo dicho

inhibidor Raltegravir.

2. El Inhibidor de Fascinal segun la reivindicacién anterior, en el que la Fascinal se

detecta mediante inmunohistoquimica en la muestra obtenida del paciente.

3. Elinhibidor de Fascin1 segun la reivindicacién anterior, en el que la muestra obtenida

del paciente es una muestra de fluido corporal 0 una muestra de biopsia sélida.

4. El inhibidor de Fascina1 segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el

que el cancer tiene un origen a partir de tejidos derivados del ectodermo o endodermo.

5. El inhibidor de Fascinal segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el
que el cancer se selecciona entre cancer colorrectal, carcinoma de mama triple negativo

y cancer de pulmédn no microcitico, preferiblemente cancer colorrectal.

6. El inhibidor de Fascinal segun la reivindicacién anterior, en el que el cancer

colorrectal es un adenocarcinoma serrado.

7. El inhibidor de Fascinal segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el

que el tratamiento del cancer es la supresidn de la colonizacién metastasica.

8. El inhibidor de Fascina1 segun la reivindicacion anterior, en el que dicha supresion
de la colonizacién metastasica comprende la supresién de la colonizacion metastasica

en al menos un 6rgano como pulmon, higado o ganglios linfaticos.

9. Una composicidn farmacéutica que comprende el inhibidor de Fascina 1 descrito en
cualquiera de las reivindicaciones anteriores (de 1 a 8) para su uso en un método de
tratamiento para el cancer, en el que se trata a pacientes con cancer en el que se detecta
Fascinal en, al menos, el 10% de las células cancerosas de una muestra obtenida del

paciente, que comprende al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Composicidn farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que se administra a un

paciente por via parenteral, oral, nasal, rectal, tépica o bucal.
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11. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 9
0 10, en la que ademas comprende un agente terapéutico adicional tal como 5-fluoro
uracilo, Oxaliplatino, Irinotecan, Capecitabina, Gemcitabina, Cetuximab, Taxol, Avastin,
acido folinico, Regorafenib, Zaltrap, inhibidores de la topoisomerasa |, NKTR-102,
Tivantinib, PX-866, Sorafenib, Linifanib, inhibidores de la quinasa, Telatinib, XL281,
Robatumumab e inhibidores de IGF1-R.

12. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11
anteriores, que se administra como tratamiento posterior o simultaneamente con otras

terapias.
13. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones de la 9 a 12

anteriores, en la que la dosis eficaz de raltegravir es de 0,0001 a aproximadamente 1000

mg / kg de peso corporal por dia.
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