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COMPUESTOS IDENTIFICADOS COMO INHIBIDORES DE CDK4 PARA USO COMO
MEDICAMENTOS

SECTOR DE LA TECNICA
La presente memoria se dirige a compuestos que se han identificado por primera vez
como inhibidores de CDK4, una enzima quinasa dependiente de ciclina, para su uso como

medicamento y a composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enzima quinasa dependiente de ciclina CDK4 es importante en la transicién de
etapas del ciclo celular, lo que la convierten en una diana terapéutica, para la que las agencias
FDA y EMA han aprobado los farmacos palbociclib, ribociclib y abemaciclib, que van dirigidos
al sitio de unién a ATP en la enzima. Sin embargo, dicho sitio de unién a ATP en la superfamilia
de las quinasas esta muy conservado entre distintas quinasas, y por lo tanto esta estrategia
terapéutica puede ofrecer poca especificidad a CDK4.

La presente memoria identifica una familia de compuestos, tal y como se describe en
detalle mas adelante, que se unen a la CDK4 de forma distinta, en particular a la interfase de
union de CDK4 con su ciclina, es decir, la ciclina D1 (también referida como Cyc D1), ilustrado
en la Figura 1. En particular se ha identificado que los compuestos de dicha familia se unirian
con mayor afinidad a CDK4 que la ciclina D1 y por lo tanto bloquearian la unién de la Cyc D1
a CDK4 y evitarian la activacién de CDK4 por dicha ciclina, actuando de esta manera como
inhibidores selectivos de CDK4. Ademas, dicha familia de compuestos aportaria la ventaja de
tener una mayor selectividad para CDK4 que otros tipos de inhibidores, como por ejemplo

inhibidores dirigidos al sitio de unién a ATP.

DESCRIPCION GENERAL
La presente memoria se dirige a un compuesto cualquiera de estructura de acuerdo

con la formula () para uso como medicamento:

Férmula (1)
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en donde
- A esun atomo independientemente seleccionado de entre O y S; preferentemente
A es O 0 S; y mas preferentemente A es O;
- R'y R? se seleccionan independientemente de entre H, -CONH-R?, arilo y alquilo,
o R' y R? juntos forman un anillo;

- R®se selecciona de entre -CONH-R®, arilo y alquilo;

R? y RP seleccionandose independientemente de entre arilo y alquilo; y
los grupos arilo y alquilo y el anillo siendo opcionalmente sustituidos, preferentemente
sustituidos por un grupo seleccionado de entre arilo, alquilo, haldégeno, éter y amina, mas
preferentemente seleccionado de entre arilo, alquilo y haléogeno, y todavia mas
preferentemente seleccionado de entre arilo y alquilo; y los grupos alquilo siendo lineares o
ramificados.

Ademas, la presente memoria se dirige a formulaciones que comprenden dichos
compuestos y en particular a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de estructura tal y como se define aqui arriba y se detalla mas adelante y como minimo un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente memoria también se dirige a métodos de administracion del compuesto y

de la composicidén farmacéutica.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para complementar la descripcion que se esta realizando y con objeto de ayudar a una
mejor comprension de las caracteristicas de la invencion, se acompana como parte integrante
de dicha descripcion, un juego de figuras en donde con caracter ilustrativo y no limitativo, se
ha representado lo siguiente:

Figura 1.- Esquema de la enzima CDK4 con la diana de los inhibidores de la presente
memoria interaccionado con su sustrato natural Cyc D1 y con uno de dichos inhibidores,
resultando, respectivamente, en un complejo enzima-sustrato que activa la enzima (enzima
activa) y en un complejo enzima-inhibidor que inactiva la enzima (enzima inactiva).

Figura 2.- Estructura de CDK4 (codigo del Protein Data Bank 6P8E) mostrando la
superficie de proteina con un codigo de intensidad de color que indica la hidrofobicidad de los
aminoacidos superficiales. El cubo superpuesto a la proteina indica el sitio de interaccién con
Cyc D1, mostrando una interfase CDK4/Cyc D1 altamente hidrofobica donde también se unen
los compuestos descritos en la presente memoria a CDK4.

Figura 3.- Efecto de en la proliferacion celular de células HGUE-GB-39 tratadas con

distintas concentraciones de los compuestos (la), (Ib) y (Ic) y los inhibidores de CDK4
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abemaciclib y palbociclib, representandose los porcentajes de células viables tras el
tratamiento con los diferentes compuestos.

Figura 4A.- Porcentaje de células muertas obtenidas de la linea celular HGUE-GB-39
tratadas con el compuesto (1a) y el inhibidor de CDK4 abemaciclib.

Figura 4B.- Efecto de los inhibidores de CDK4 abemaciclib y palbociclib comparado
con el de los compuestos (1a), (Ib) y (I¢), todos ellos a una concentracion 10 uM, en la actividad
enzimatica de fosforilacién del complejo CDK4-Cyc D1 recombinantes, sobre un péptido
sintético obtenido de la proteina del retinoblastoma (sustrato natural de CDK4).

Figura 5.- Localizacién intracelular de las proteinas CDK4 y Cyc D1 por
inmunofluorescencia para distintos tipos de células tumorales: HGUE-GB-42, HGUE-GB-39,
RWP-1y SW-480.

Figura 6.- Analisis de colocalizacién de las proteinas CDK4 y Cyc D1 mediante la
correlacion de Pearson para distintos tipos de células: HGUE-GB-42, HGUE-GB-39, RWP-1
y SW-480 correspondientes a las fotografias de la Figura 5.

Figura 7A.- Interaccion de las proteinas CDK4 y Cyc D1 con el compuesto (la). Ensayo
de fluorescencia por ligadura de proximidad (PLA), donde los puntos fluorescentes son
indicativos de la uniéon de las proteinas CDK4 y Cyc D1. Las imagenes muestran una
disminucion del numero de puntos fruto de la disrupcién de la unién causada por el compuesto
(la) en comparacion con la situacion control donde se afiadié solo el vehiculo (DMSO). Se ha
observado para distintos tipos de células: HGUE-GB-42, HGUE-GB-39, RWP-1 y SW-480.

Figura 7B.- Interaccion de las proteinas CDK4 y Cyc D1 con los compuestos (Ib y Ic).
Ensayo de PLA, donde las imagenes muestran una disminucién del numero de puntos fruto
de la disrupcién de la unién causada por los compuestos (Ib y Ic) en comparacion con la
situacion control donde se afadié solo el vehiculo (DMSO). Se ha observado para distintos
tipos de células de glioblastoma (GBM): HGUE-GB-39, HGUE-GB-42.

Figura 8.- Cuantificacion de puntos de fluorescencia por PLA por célula en ausencia
(control) y en presencia de los potenciales inhibidores. ElI compuesto (la) se ha ensayado en
varios tipos celulares (HGUE-GB-42, HGUE-GB-39, RWP-1 y SW-480) correspondientes a
varios tipos de tumores (GBM, pancreas y colon) mientras que los compuestos (Ic) y (Ib) sélo

para células de GBM.

DESCRIPCION DETALLADA
Se ha identificado que compuestos de una estructura de acuerdo con la férmula (l) se
unen a la interfase de unién de CDK4 con Cyc D1, y por lo tanto pueden usarse como

inhibidores de CDK4, gracias a lo cual serian utiles como medicamentos. Sin estar ligados a



10

15

20

25

30

WO 2026/008907 PCT/ES2025/070406

ninguna teoria, los compuestos con una estructura de acuerdo con la férmula () disponen de
una combinacion de anillos aromaticos, grupos hidréfobos y grupos aceptores de enlaces de
hidrégeno que favoreceria su unién en la interfase de unién de CDK4 con Cyc D1, ya que
dicha interfase presenta una alta hidrofobicidad, tal y como se ilustra en la Figura 2. Por lo
tanto, la presente memoria se dirige a compuestos de estructura de acuerdo con la férmula (1)

para su uso como medicamento:

Y
M

Férmula (1)

en donde

- A esun atomo independientemente seleccionado de entre O y S; preferentemente

A es O 0 S; y mas preferentemente A es O;
- R'y R? se seleccionan independientemente de entre H, -CONH-R?, arilo y alquilo,
o R' y R? juntos forman un anillo;

- R®se selecciona de entre -CONH-R®, arilo y alquilo;

R? y RP seleccionandose independientemente de entre arilo y alquilo; y
los grupos arilo y alquilo y el anillo siendo opcionalmente sustituidos, preferentemente
sustituidos por un grupo seleccionado de entre arilo, alquilo, haldgeno, éter y amina mas
preferentemente seleccionado de entre arilo, alquilo y haléogeno, y todavia mas
preferentemente seleccionado de entre arilo y alquilo; y los grupos alquilo siendo lineares o
ramificados.

La presente memoria también se dirige a hidratos, o solvatos de dicho compuesto.

Como se puede apreciar de la estructura de la féormula (1) la familia de compuestos
definidos tiene grupos hidréfobos, notoriamente los anillos aromaticos ilustrados y también los
grupos arilo y alquilo de los grupos sustituyentes R', R?, R®, R? y RP. Ademas, la estructura
también incluye grupos aceptores de enlaces de hidrégeno, como los atomos A y los grupos
-CONH- que también pueden estar presentes, y a su vez pueden actuar como grupos dadores
de enlaces de hidrégeno. Sin estar ligados a ninguna teoria, la combinacién de grupos
hidrofobos y grupos aceptores y dadores de enlaces de hidrégeno pueden favorecer la unidn
de esta familia de compuestos a la interfase entre CDK4 y Cyc D1, porqué si bien la superficie

de CDK4 en la interfase entre CDK4 y Cyc D1 se ha identificado como altamente hidrofobica,
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también puede contener grupos dadores y aceptores de enlaces de hidrogeno, p.ej.,
presentes en los grupos funcionales de los aminoacidos situados en dicha superficie de CDK4,
con los cuales los correspondientes grupos la familia de compuestos identificada puede
interactuar favoreciendo su unién.

En particular, en la formula (1) A es un atomo independientemente seleccionado de
entre O y S; preferentemente A es O 0 S; y mas preferentemente A es O. Los atomos de
oxigeno (O) y azufre (S) pueden actuar como grupos aceptores de enlaces de hidréogeno.

En la formula (1) R' y R? se seleccionan independientemente de entre H, -CONH-R?,
arilo y alquilo, o R" y R? juntos forman un anillo; R® se selecciona de entre -CONH-RP, arilo y
alquilo; R? y RP seleccionandose independientemente de entre arilo y alquilo. Como se ha
indicado anteriormente si bien los grupos -CONH- pueden actuar como aceptores y dadores
de enlaces de hidrégeno.

En la formula (1) los grupos arilo y alquilo y el anillo (si esta presente formado por R' y
R?) pueden estar opcionalmente sustituidos. En ciertas ejecuciones de la invencion pueden
estar no sustituidos. En otras ejecuciones algunos pueden estar sustituidos y otros no. Si uno
o0 mas de entre los grupos arilo y alquilo y el anillo (formado por R' y R?) estan sustituidos,
pueden estar preferentemente sustituidos por un grupo seleccionado de entre arilo, alquilo,
halégeno, éter y amina, mas preferentemente seleccionado de entre arilo, alquilo, y halégeno,
y todavia mas preferentemente seleccionado de entre arilo y alquilo.

A modo de ejemplo:

- los grupos arilo se pueden seleccionar de entre fenilo, ftalimidilo, bifenilo,

naftalenilo, y bencilo;

- los grupos alquilo pueden ser lineares o ramificados y, particularmente, se pueden

seleccionar de entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, y tert-butilo;
- un grupo halégeno se puede seleccionar de entre fluor, cloro, bromo y yodo
- un grupo éter puede incluir sustituyentes seleccionados de entre -O-R; y -Ri-O-R;,
en donde R; y Rii son independiente un grupo alquilo, preferiblemente un grupo
alquilo tal y como se define mas arriba; y

- un grupo amina puede incluir sustituyentes seleccionados de entre -NH;, -R-NH>,
-NH-Ri, -Ri-NH-Ri, -N(Ri)-Rii y -Ri-N(Ri)-Rii, en donde Ri, Ri y Ri son
independiente un grupo alquilo, preferiblemente un grupo alquilo tal y como se
define mas arriba.

Dichos grupos arilo o alquilo dentro de la formula (I) pueden ser los grupos arilo o
alquilo de R', R?, R®, R? y R 0, si uno o mas de estos grupos estan sustituidos por un grupo

arilo o alquilo, pueden ser los grupos de dicha sustitucion.
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A modo de ejmemplo, si R" es un grupo -CONH-R? y R? es un grupo arilo, como por
ejemplo un grupo ftalimidilo, el grupo ftalimidilo puede estar sustituido por un grupo arilo como
por ejemplo un grupo fenilo o naftalenilo, y dicho grupo fenilo o naftalenilo puede encontrarse,
por ejemplo, en la posicion N del grupo ftalimido. A modo mas especifico R? puede ser un
grupo N-fenilo-ftalimido o un grupo N-naftalenilo-ftalimido, preferiblemente un grupo N-fenilo-
ftalimido. Mas especificamente R? puede ser un 5-(N-fenilo-ftalimido) o un 5-(N-naftalenilo-
ftalimido), es decir un grupo N-fenilo-ftalimido o N-naftalenilo-ftalimido, unido en su posicion

5, tal como se ilustra con las siguientes estructuras (I1a) y (lIb) respectivamente:

Estructura (lla) Estructura (llb)

A modo de ejemplo, si R? es un grupo -CONH-R? y R? es un grupo arilo, como por
ejemplo un grupo fenilo, el grupo fenilo puede estar sustituido por un grupo arilo, como por
ejemplo un segundo grupo fenilo, y dicho grupo fenilo puede encontrarse, por ejemplo, en la
posicidon 2 del primer grupo fenilo. A modo mas especifico, R? puede ser un bifenilo y todavia
mas especificamente puede ser un 2-(bifenilo), es decir un grupo bifenilo unido en su posicién

2, tal y como se ilustra con la siguiente estructura (llc):

Estructura (llc)
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A modo de ejemplo, si R* es un grupo -CONH-RP®, R® puede ser un grupo arilo sustituido
como se describe aqui arriba para R?, y R® puede ser por ejemplo un grupo N-fenilo-ftalimido

o un grupo bifenilo como se describe también aqui arriba para R' y R?.
En algunas realizaciones, en la formula (1) los grupos R' y R? juntos pueden formar un
5 anillo. Por ejemplo, el anillo formado puede ser un anillo aromatico, preferentemente un anillo
aromatico seleccionado de entre anillo aromatico de 6 miembros o de 5 miembros. A modo
ilustrativo el anillo formado por R' y R? puede formar un conjunto aromatico con el anillo
aromatico al que estan unidos. Por ejemplo, un compuesto con una estructura de formula (1)
en donde R' y R? juntos forman anillo de 6 miembros puede tener la siguiente estructura (I1d):

10

Estructura (lld)

En algunas realizaciones en la formula (I) R" y/o R? puede ser -CONH-R?. En algunas
realizaciones particulares, preferentemente R? puede ser arilo. Mas preferentemente el arilo
puede seleccionarse de entre fenilo, bifenilo, ftalimidilo, naftalenilo, bencilo. Opcionalmente el

15 arilo puede estar sustituido con un grupo preferentemente seleccionado de entre fenilo,
bencilo, naftalenilo, y etilo. Todavia mas preferentemente el arilo puede seleccionarse de entre
bifenilo, naftalenilo, N-fenilo-ftalimido y N-naftalenilo-ftalimido.

En algunas realizaciones particulares uno de entre R'y R>es Hy el otro de entre R' y
R? es -CONH-R?,

20 En realizaciones mas particulares, preferentemente:
- cuando R' es H entonces R? es -CONH-R? y R? se selecciona de entre bifenilo y

naftalenilo; y preferentemente es bifenilo; o

- cuando R? es H entonces R' es -CONH-R? y R? se selecciona de entre N-fenilo-

ftalimido y N-naftalenilo-ftalimido; y preferentemente es N-fenilo-ftalimido.
25 En algunas realizaciones, en la formula (I) R* es CONH-RP. En algunas realizaciones
particulares, preferentemente R’ es arilo. Mas preferentemente el arilo puede seleccionarse

de entre fenilo, bifenilo, ftalimidilo, naftalenilo, bencilo. Opcionalmente el arilo puede estar
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sustituido con un grupo preferentemente seleccionado de entre fenilo, bencilo, naftalenilo, y
etilo. Todavia mas preferentemente el arilo puede seleccionarse de entre bifenilo, naftalenilo,
N-fenilo-ftalimido y N-naftalenilo-ftalimido; y todavia aun mas preferentemente puede
seleccionarse de entre bifenilo y N-fenilo-ftalimido.

En otras realizaciones, en la formula () R® es arilo. En algunas realizaciones
particulares, preferentemente el arilo puede seleccionarse de entre fenilo, bifenilo, ftalimidilo,
naftalenilo, bencilo. Opcionalmente el arilo puede estar sustituido con un grupo
preferentemente seleccionado de entre fenilo, bencilo, naftalenilo, y etilo. Todavia mas
preferentemente el arilo puede seleccionarse de entre bifenilo, naftalenilo, N-fenilo-ftalimido y
N-naftalenilo-ftalimido; y todavia mas preferentemente el arilo es N-naftalenilo-ftalimido.

Compuestos de estructura de acuerdo con la formula (I) pueden tener, preferiblemente,
un peso molecular de 175 a 800 Da, en particular de 200 a 775 Da. Se ha observado que
compuestos con pesos moleculares en estos rangos se unen a CDK4 y muestran actividad
inhibitoria tanto in vitro como en sistema celulares, y por lo tanto tendrian la capacidad de
penetrar las membranas plasmaticas.

Alternativamente o adicionalmente, compuestos de estructura de acuerdo con la
férmula (I) pueden tener, preferiblemente, un logP de 1,0 a 10,0, en particular de 1,5 a 9,0. En
realizaciones particulares el logP puede ser de 5,0 a 9,0, en particular de 6,0 a 8,5.
Sorprendentemente, se ha observado que compuestos con log P dentro de este ultimo rango
muestran actividad en sistemas celulares a pesar de encontrarse fuera del rango de logP de
menos de 5.0, considerado en el arte el logP mas adecuado para usos farmacéuticos, por
ejemplo, de acuerdo con la regla de cinco de Lipinsky.

El logP puede ser conocido, por ejemplo, del proveedor del compuesto, 0 se pueden
determinar por métodos conocidos por un experto en la materia. Por ejempilo, el log P de un
compuesto puede determinarse mediante un software especializado, como, por ejemplo,
Datawarrior 5.0 (Sander et al, J. Chem. Inf. Model 2015, 55, 460-473, [DOI:
10.1021/ci500588]). A modo de ejemplo, el compuesto (la) tiene un logP de 6,44, el
compuesto (Ib) de 8,10 y el compuesto (Ic) de 7,37, determinado con Datawarrior 5.0.

El compuesto de estructura de acuerdo con la férmula (I) preferiblemente puede ser
seleccionado de entre un compuesto de estructura de acuerdo con la formula (1a), la formula
(Ib) y la férmula (Ic), tal y como se detalla en la siguiente tabla. La tabla también incluye la

notacion SMILES y el nombre IUPAC en inglés de cada compuesto:
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Compuesto (l1a)

M
o N
K
e
o

Férmula (la)

O=C(C1C=C2C(C(N(C3C=C(C(NC4C=C5C(C(N(C6C=CC=CC=6)C5=0)=0)=CC=4)=0)C
=CC=3)C2=0)=0)=CC=1)NC1C=C2C(C(N(C3C=CC=CC=3)C2=0)=0)=CC=1

N-(1,3-dioxo-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-5-yl)-2-{3-[(1,3-dioxo-2-phenyl-2,3-dihydro-
1H-isoindol-5-yl)carbamoyl]phenyl}-1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-isoindole-5-carboxamide

Compuesto (Ib)

LA OO

Férmula (Ib)

O=C(Nc1cceee1-cleceeect)cicec(cc1)N1C(=0)c2cec(cc2C1=0)C(=0O)Nc1cceee-
clcceec

N-{[1,1'-biphenyl]-2-y[}-2-[4-({[1,1'-biphenyl]-2-yl}carbamoyl)phenyl]-1,3-dioxo-2,3-dihydro-
1H-isoindole-5-carboxamide
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Compuesto (Ic)

Férmula (lc)
O=C1IN(C(=0)c2cc(ccc12)-c1ccc2C(=0O)N(C(=0)c2c1)c1cecc2ececc2e1)cicec2eceec2ce

2,2'-bis(naphthalen-2-yl)-1H,1'H,2H,2'H,3H,3'H-[5,5'-biisoindole]-1,1',3,3'-tetrone

El compuesto de acuerdo con la fédrmula (1) puede ser preferiblemente el compuesto
de la férmula (la). Sorprendentemente, el compuesto (la), a pesar de tener un peso molecular
de 752 Da, y por lo tanto estar por encima de 500 Da, siendo este el peso molecular maximo
de acuerdo con las reglas de cinco de Lipinsky, se ha observado que muestra actividad
inhibitoria de CDK4 en sistemas celulares, lo que indicaria que tendria penetrabilidad de las
membranas celulares.

Estos compuestos estan disponibles comercialmente. Se pueden obtener, por ejemplo,
del proveedor Molport (accesible en linea en la direccidn: https://www.molport.com/, con los
cbdigos de acceso: Molport-001-025-593 para el compuesto (1a); Molport-002-134-975 para
el compuesto (Ib) y Molport-001-024-020 para el compuesto (Ic)). Otros compuestos de
estructura de acuerdo con la formula (I) también son disponibles comercialmente y/o se
pueden preparar por métodos conocidos.

Compuestos de estructura de acuerdo con la formula (1), incluyendo las ejecuciones
particulares y preferentes tal y como se detallan mas arriba, se han identificado utiles para su
uso como un medicamento. En concreto, compuestos de estructura de acuerdo con la férmula
(D, incluyendo particularmente las ejecuciones particulares y preferentes tal y como se
detallan mas arriba, ventajosamente tienen actividad contra células cancerigenas, en
particular contra células de lineas celulares humanas de GBM (p.ej., HGUE-GB-42 y HGUE-
GB-39), las lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas humano (p.ej., RWP-1) y cancer
colorrectal (p.ej., SW-480). Sin estar ligados a una teoria, su actividad anticancerigena se
puede atribuir a la interaccion de estas moléculas con CDK4 y en particular en la zona de

unién con Cyc D1, actuando como inhibidores de CDK4. Dada su afinidad para la unién a
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CDK4 y su efecto como inhibidores de CDK4, abre la puerta al tratamiento de dolencias
asociadas a la sobreexpresion de CDK4 como el cancer, en particular GBM, cancer de
pancreas, cancer colorrectal y otros tipos de cancer como cancer de mama, linfoma de células
del manto, sarcoma de Kaposi, cancer de préstata, cancer de pulmoén, y cancer ginecoldgico.

Por lo tanto, en realizaciones particulares el medicamento puede ser para el
tratamiento de una enfermedad. Mas preferentemente, un compuesto de estructura de
acuerdo con la formula (1), tal y como se describen mas arriba, puede ser para uso como
medicamento para el tratamiento de cancer. Particularmente, el medicamento puede ser para
el tratamiento de, por ejemplo, de GBM, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de
colon, linfoma de células del manto, sarcoma de Kaposi, cancer de préstata, cancer de
pulmoén, y/o cancer ginecoldgico; en particular para el tratamiento de GBM, cancer de mama,
cancer de pancreas, y/o cancer de colon; y mas en particular para el tratamiento de GBM.

La presente memoria también se dirige al uso de compuestos de estructura de acuerdo
con la férmula (I) en un método de tratamiento. Dicho método puede comprender, entre otros,
la administracién a un sujeto de un compuesto estructura de acuerdo con la férmula (1), tal y
como se describe mas arriba. En particular el sujeto puede ser humano o no humano. Por
ejemplo, sujeto puede ser un mamifero y preferentemente un humano, aunque no se descarta
el uso en animales. El sujeto puede padecer cancer.

En realizaciones particulares, un compuesto de estructura de acuerdo con la férmula
(D, puede ser para su uso como medicamento o un tratamiento. Este puede comprender
administrar el compuesto, 0 una composicién farmacéutica que comprende el compuesto y un
excipiente farmacéuticamente aceptable, a un sujeto que padece cancer, en particular padece
glioblastoma (GBM), cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de colon, linfoma de
células del manto, sarcoma de Kaposi, cancer de préstata, cancer de pulmoén, y/o cancer
ginecoldgico, mas en particular padece GBM, cancer de mama, cancer de pancreas, y/o
cancer de colon, y todavia mas en particular padece GBM.

La presente memoria también se dirige a una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de estructura de acuerdo con la férmula (1), tal y como se describe
mas arriba, y como minimo un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El excipiente farmacéuticamente aceptable incluye rellenos, absorbentes, agentes
humectantes, aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, vehiculos (p.gj., solventes como agua
0 mezclas de solventes), solubilizantes, surfactantes, reguladores de pH, isotonizantes,
conservantes, antioxidantes y similares.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la composiciéon farmacéutica

incluye, pero no se limita a, una formulacién adecuada para administracién oral y parenteral
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(p.€j., una formulacién inyectable). En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es
una formulacién adecuada para la administracién oral. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es una formulacion solida, y en particular una formulacién solida
adecuada para la administracion oral. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica
es una formulacion adecuada para la administracion parenteral. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica es una formulacion liquida, y en particular una formulacion liquida
adecuada para la administracion parenteral, por ejemplo, una formulacion inyectable.

El compuesto puede ser el unico agente terapéutico o principio activo de la
composicion farmacéutica o puede combinarse con otros agentes terapéuticos, dentro de la
misma composicion farmacéutica o utilizarse en combinacién con otros agentes terapéuticos
formulados separadamente.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica puede comprender ademas un
agente terapéutico adicional. El agente terapéutico adicional puede ser un agente terapéutico
conocido en el tratamiento contra el cancer, preferiblemente un agente terapéutico para GBM,
cancer de mama, cancer de pancreas, y/o cancer de colon. A modo de ejemplo el agente
terapéutico adicional puede seleccionarse de entre inhibidores de, p.ej., CDK4, CDK5 y/o
CDKe; preferentemente un compuesto seleccionado de entre: palbociclib, ribociclib,
abemaciclib, gemcitabina y carmustina (BCNU).

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica puede estar formulada para la
liberacién controlada del compuesto y/o del agente terapéutico adicional.

La composicion farmacéutica descrita en este documento puede fabricarse utilizando
métodos bien conocidos en la técnica, como la mezcla convencional, la disolucion, la
granulacion, la fabricacién de grageas, la leviga, la emulsién y la liofilizacion.

Una composicidon oral sélida puede prepararse mediante mezcla, llenado o
comprimidos convencionales. Por ejemplo, se puede obtener mediante el siguiente método:
mezclando los compuestos activos con excipientes sélidos, moliendo opcionalmente la mezcla
resultante, agregando excipientes adicionales adecuados si se desea, y procesando la mezcla
en granulos para obtener las partes centrales de tabletas o grageas. Excipientes adecuados
incluyen, pero no se limitan a: aglutinantes, diluyentes, desintegrantes, lubricantes,
deslizantes, edulcorantes o agentes aromatizantes y similares.

Una composicion parenteral liquida puede prepararse mediante disolucién,
suspension y mezcla. Por ejemplo, se puede obtener mediante el siguiente método:
mezclando el compuesto de estructura de acuerdo con la férmula (1) con un vehiculo adecuado
(p.ej., agua o una mezcla de solventes adecuada), mezclando y agregando excipientes

adicionales adecuados si se desea, y procesando la disolucion y/o suspensidén para obtener
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una formulacion inyectable. Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a:
solubilizantes, surfactantes, reguladores de pH, isotonizantes, conservantes y antioxidantes.

Administrar el compuesto o la composiciéon farmacéutica puede realizarse a través de
multiples vias de administracion, incluidas, entre otras, las administraciones oral, parenteral,
intravenosa, intraarterial, intramuscular, transdérmica, intraperitoneal, sublingual, rectal,
transbucal, intranasal, inhalatoria, vaginal, intraocular, tépica, subcutanea, intraadiposa,
intraarticular, intraperitoneal e intratecal. En realizaciones especificas, el compuesto o la
composicion farmacéutica puede administrarse por via oral, intraperitoneal, y/o intravenosa.

La cantidad del compuesto administrada puede determinarse de acuerdo con la
gravedad de la enfermedad, la respuesta de la enfermedad, cualquier toxicidad relacionada
con el tratamiento y la edad y el estado de salud del paciente.

En este texto, las palabras "comprende”, ‘incluye” y sus variantes (como
"comprendiendo”, “incluyendo”, etc.) no deben interpretarse de forma excluyente, es decir, no
excluyen la posibilidad de que lo descrito incluya otros elementos, pasos, etc. En este texto
“un” se refiere a al menos uno, es decir uno o mas.

Por otra parte, la invencion no esta limitada a las realizaciones concretas que se han
descrito sino abarca también, por ejemplo, las variantes que pueden ser realizadas por el
experto medio en la materia (por ejemplo, en cuanto a la eleccién de materiales, dimensiones,
componentes, configuracion, etc.), dentro de lo que se desprende de las reivindicaciones.

La presente divulgacion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos, sin limitarse a

ellos ni por ellos.

EJEMPLOS

Experimentos in vitro:

La actividad de los tres compuestos de estructuras de acuerdo con la férmula (la), (Ib)
y (lc), referidos respectivamente también como compuestos (1a), (Ib) y (Ic), se determiné in
vitro mediante distintos experimentos con las proteinas CDK4 y Cyc D1 y lineas celulares
cancerigenas tal y como se describe a continuacién.

Los compuestos (la), (Ib) y (Ic) se obtuvieron del proveedor MolPort (accesible a través
de su portal en linea: https://www.molport.com/, con los cédigos de acceso: Molport-001-025-
593 para el compuesto (la); Molport-002-134-975 para el compuesto (Ib); y Molport-001-024-
020 para el compuesto (Ic).

Para los ensayos los compuestos se disolvieron en DMSO y se diluyeron con agua

hasta la concentracién de ensayo para el tratamiento de las células. Como control se utilizé la
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maxima concentracion del vehiculo disolvente (DMSO) de cada compuesto testado en la
concentracién de ensayo.

Se utilizaron lineas celulares de GBM humanas HGUE-GB-42 y HGUE-GB-39. El
aislamiento de las lineas celulares de GBM humanas HGUE-GB-42 y HGUE-GB-39 se realiz6
a partir de lavados quirurgicos, tal y como describen Ventero ef al. (PLOS ONE 2019, 14(4),
€0215714; [DOI: 10.1371/journal.pone.0212581]). A continuacion, las células se cultivaron en
medio Eagle modificado por Dulbecco: mezcla de nutrientes F-12 (DMEM F-12) (Biowest, MO,
EE. UU.). El Instituto Municipal de Investigaciones Médicas (IMIM, Barcelona, Espana) dond
las lineas celulares de adenocarcinoma de pancreas humano (RWP-1) y cancer colorrectal
(SW-480). Las lineas celulares RWP-1y SW-480 se cultivaron en medio Eagle modificado por
Dulbecco: alto contenido de glucosa (DEMEM-HG) (Biowest, MO, EE. UU.). Ambos medios
se complementaron con un 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Alemania) y un 1 % (v/v) de una mezcla de
penicilina/estreptomicina (Biowest, MO, EE. UU.). Las células se incubaron a 37 °C en una
atmoésfera humidificada con 5 % de CO,, tal y como describen Fuentes-Baile et al.
(Biomolecules 2020, 10(2), 222; [DOI: 10.3390/biom10020222] y Int. J. Mol. Sci. 2021, 22(3),
1477, [DOI : doi.org/10.3390/ijms22031477)).

Estudio de la proliferacién celular:

La capacidad antiproliferativa de los diferentes compuestos (1a), (Ib) y (Ic) se analiz
utilizando el ensayo colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) basado en la reaccién de reduccién catalizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa. Tras afadir el compuesto MTT de color amairillo, la succinato
deshidrogenasa de la células viables cataliza la apertura del anillo de tetrazol, generando
sales de formazan ((E,Z2)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan), que son insolubles,
impermeables a la membrana plasmatica y de color morado. De este modo, es posible
cuantificar la cantidad de células viables, puesto que es proporcional a la cantidad de
formazan generado.

Inicialmente, se sembraron células HGUE-GB-39 en placas de 96 pocillos a una
densidad de 3.000-4.000 células por pocillo dependiendo del tamafio y la velocidad de
crecimiento de la linea celular. Pasadas 24 horas, se afadieron los tratamientos
correspondientes por sextuplicado con concentraciones crecientes de cada uno de los
compuestos (l1a), (Ib) y (Ic), en un rango de 0,1-25 M y se mantuvieron en cultivo 72 horas.
Finalizado el tiempo de tratamiento, se afadié el reactivo MTT (Sigma Aldrich®, San Luis,

MO, Estados Unidos) a una concentracion final de 0,25 mg/mL durante 3 horas. Durante todo
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el tiempo del ensayo, las células se mantuvieron en un incubador a 37°C con un 5% de COs..
Finalmente, se retird el contenido de los pocillos y se anadieron 200 ul de dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados Unidos) y las placas se mantuvieron 30
minutos, a temperatura ambiente y en agitacién intensa para disolver los cristales de
formazan. Finalmente, se midié la absorbancia de las placas a 570 nm en un lector de placas
Gen5™ (BioTeK®, Winooski, VT, Estados Unidos), tal y como describen Grasso et al. (BMC
Cancer 2015, 15, 240; [DOI: 10.1186/s12885-015-1183-3]).

Como control, las células fueron tratadas con la maxima concentracién del vehiculo
disolvente (DMSO) de cada compuesto testado, siguiendo el mismo proceso descrito para la
realizacion del estudio.

Los efectos sobre la proliferacién se compararon con los obtenidos en el mismo rango
de concentraciones con los farmacos inhibidores de CDK4 abemaciclib y palbociclib.

En la Figura 3, se muestran los resultados obtenidos representandose los porcentajes
de células viables tras el tratamiento con los diferentes compuestos, en un rango de
concentraciéon de 0,1 a 25 uM, obtenidos en ensayos MTT, y referidos al 100% de células
viables como aquellas células solo tratadas con vehiculo (DMSO), afiadido al 1% en volumen.

Ademas, se utilizaron distintas concentraciones en el rango de 0,1-50 uM, para obtener
la concentracion inhibitoria al 50%, 1Cse, de los compuestos (la), (Ib) y (Ic) evaluando la
viabilidad de células de la linea HGUE-GB-39 en presencia de estos compuestos, y se
compararon con la viabilidad de las células en presencia de palbociclib, obteniéndose los
siguientes valores de ICso: de 5.9 uM para el compuesto (la), de 25.2 uyM para el compuesto

(Ib), de 17.7 UM para el compuesto (Ic), y de 7.5 uM para palbociclib.

Andlisis del ciclo celular:

Para determinar el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular se
utilizé el marcaje con yoduro de propidio, un compuesto fluorescente impermeable a la
membrana plasmatica que se intercala en el material genético de las células. El yoduro de
propidio tiene un pico de excitacion a 535 nm (azul-verde) y su maximo de emision se produce
a 617 nm (rojo).

El ciclo celular se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M. Durante la fase G1 las células
crecen, sintetizan proteinas y ARN y aumenta el numero de ciertas estructuras citoplasmaticas
y organulos, en la fase S se produce la replicacién del ADN, en la fase G2 las células continuan
creciendo y produciendo las proteinas necesarias para la divisidon celular y, la fase M se
corresponde con la mitosis o divisidén de las células. La fase G1 es la de mayor duracion de

modo que en su estado normal, la mayoria de las células se encuentran en esta fase. Una
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vez eliminado el ARN con ribonucleasa (RNasa), es posible diferenciar entre las fases del
ciclo celular segun su contenido de ADN, ya que las células que se encuentran en fase G2 o
M presentan el doble de contenido de ADN que las que se encuentran en fase G1. El marcaje
de las células con yoduro de propidio y el posterior andlisis mediante citometria de flujo,
permite diferenciar entre las distintas fases del ciclo celular en funciéon de la intensidad de
fluorescencia. Con este tipo de ensayo es posible detectar las células muertas, ya sea por
apoptosis 0 necrosis, puesto que su ADN se encuentra fragmentado, por lo que la intensidad
de fluorescencia es inferior a la observada en las células vivas, esto se conoce como la fase
SubG1. Por lo tanto, mediante el andlisis del ciclo celular podemos determinar no sélo si el
tratamiento tiene efecto sobre las células, sino también es posible diferenciar si dicho efecto
es citotoxico (muerte celular) o citostatico (bloqueo del ciclo celular en alguna de las fases),
tal como describen Al-Malky et al. Cancer Cell Int. 2019. 19:191., [DOI: 10.1186/s12935-019-
0912-0].

Para realizar este tipo de estudio, se sembraron entre 250.000-350.000 células por
pocillo en placas de 6 pocillos y, tras 24 horas de incubacién, se les anadi6 el tratamiento
correspondiente, una concentraciéon del compuesto (la) de 10 uM y una concentracién de
abemaciclib de 10 y 25 uM, que se mantuvo durante un tiempo minimo de 24 horas que es
aproximadamente lo que dura el ciclo celular en los mamiferos.

Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, las células se tripsinizaron, se
centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos, se resuspendieron en 1 mL de etanol frio al 75% y
se incubaron a -20°C durante un minimo de 1 hora para fijarlas. A continuacion, se retird el
etanol mediante otra centrifugacion de 5 minutos a 400 x g y las células se resuspendieron en
500 L de una disoluciéon de PBS que incluye Triton X-100 al 0,5% (v/v) (Sigma Aldrich®, San
Luis, MO, Estados Unidos) para permeabilizar la membrana plasmatica, 25 yg/mL de RNasa
A (Sigma Aldrich®, San Luis, MO, Estados Unidos) para eliminar el ARN, y 25 ug/mL de
yoduro de propidio (Promocell®, Heidelberg, Alemania). Finalmente, tras 30 minutos de
incubacién en oscuridad, se realizé el analisis del ciclo celular con el citbmetro de flujo BD
FACSCanto™ Il (BD Biosciences, San José, CA, Estados Unidos), tal y como describen
Castro-Galache et al. (Int. J. Cancer 2003, 104(5), 579-586; [DOI: 10.1002/ijc.10998]).

Para evaluar la induccién de muerte celular en las lineas celulares HGUE-GB-39 y
HGUE-GB-42 por el compuesto (la) y compararlo con la del inhibidor abemaciclib, el efecto
del abemaciclib a 10 uM en cada linea celular se utilizé como valor de 100 % de referencia.
En la Figura 4A, se muestran los resultados obtenidos, representando el porcentaje de células
muertas obtenidas. Como se puede observar a la misma concentracién de 10 pM el

compuesto (la) mostrd una cantidad mayor de células muertas que abemaciclib para las dos
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lineas celulares. Ademas, para linea celular HGUE-GB-39 el compuesto (la) mostré una
cantidad mayor células muertas que abemaciclib a una concentracién superior (de 25 uM).
Por lo tanto, el compuesto (la) tendria una actividad contra las lineas celulares de GBM

superior, indicando una eficacia potencial para el tratamiento de GBM en organismos vivos.

Ensayo de fosforilacion:

Se evalub el efecto de los inhibidores de CDK4 abemaciclib y palbociclib y de los
compuestos (1a), (Ib) y (Ic), a una concentracion 10 uM, sobre la actividad enzimatica de
fosforilacion del complejo CDK4-Cyc D1 recombinante, sobre un péptido sintético obtenido de
la proteina de la retinoblastoma (Rb) (sustrato natural de CDK4) mediante la utilizacién del kit
ADP-Glo de Promega, Madison, WI, USA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4B. El 100% representa la maxima actividad
enzimatica observada con el complejo recombinante, en presencia de la dosis mas alta del
vehiculo (DMSO al 1% en volumen), utilizado para solubilizar los compuestos. Se promedian
3 experimentos y se muestra media = D.E. (desviacidén estandar).

Brevemente se diluy6 la enzima CDK4/Cyc D1 a 0,1 mg/ml en solucién tampén 20 mM
Tris (pH 7.5), 0.02% Tritén X-100, 0,1 mg/ml BSA, 2 mM DTT, 0,5 mM Naz;VQOs4, 10% glicerol.
Se preparo otra solucion tampén (100 ml) con 2 ml Tris 1M, 20 pl Tritén X-100, 10 mg BSA,
30,84 mg DTT, 9,2 mg NaszVOs4, 10 ml glicerol, y 88 ml H>O. Se preparé CDK4/Cyc D1 0,35
mg/ml y se afiadié 71,43 ul de la solucién tampdn preparada para diluir la CDK4/Cyc D1 a 0,1
mg/ml y alicuotar en 5 eppendorf de 20 ul. Para preparar una alicuota de 10 ug/ml se afadié
H>O. Finalmente se afadié el ATP y se incubé la placa 1h a temperatura ambiente. Se afadio
5 pl del reactivo ADP-Glo para parar la reaccién y deplecionar el ATP que no se ha consumido
y 10 ul del reactivo de deteccion de kinasas para convertir el ADP en ATP e introducir
luciferasa y luciferina para detectar ATP. Se incubé a temperatura ambiente segun las
instrucciones del fabricante. Finalmente se midié la luminiscencia.

Se observo que los compuestos (la), (Ib) y (Ic) son capaces de inhibir la actividad
enzimatica quinasa de la enzima CDK4/Cyc D1 en porcentajes que van desde el 60%
(compuesto Ic), 95% (compuesto Ib) y 90% (compuesto la) cuando estos se afladen a una
concentracién de 10 uM. Estos valores son muy similares a los efectos que ejercen el

palbociclib o el abemaciclib, como se muestra en la Figura 4B.

Inmunofluorescencia:

Para comprobar si ambas proteinas (CDK4 y Cyc D1) se expresaban y colocalizaban

en los mismos compartimentos celulares en las distintas lineas celulares (Fig. 1) se realizaron
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ensayos de inmunofluorescencia. Las lineas celulares evaluadas fueron: HGUE-GB-42 y
HGUE-GB-39 de GBM, RWP-1 de cancer de pancreas y SW-480 de cancer colorrectal.

Se sembraron una cantidad de 35.000 células de las lineas celulares HGUE-GB-42,
HGUE-GB-39, RWP-1 y SW-480 en placas de veinticuatro pocillos sobre cubreobjetos de 12
mm. Después de 24 h, se fijaron con paraformaldehido (PFA) a una concentracién del 4 % y
se bloquearon con FBS/PBS (1 x) (50 yuL/mL). A continuacién, las células se incubaron con
anticuerpos anti-CDK4 (1:100, ratén; NeoMarkers, California, USA) y anti-CyD1 (1:100,
conejo; Cell Signaling, Massachusetts, USA).

Después de lavar el primer anticuerpo, las células se incubaron con anticuerpos
secundarios anti-ratébn marcados con Alexa Fluor 568 (1:500) y anti-conejo marcados con
Alexa Fluor 488 (1:500) (Invitrogen, Barcelona, Espana); Se utilizé el reactivo DAPI para tefiir
el nucleo. Los cubreobjetos se montaron en Prolong Gold Antifade Reagent (Invitrogen,
Barcelona, Espafa) y se analizaron utilizando un LSM900 confocal con un microscopio
Airyscan 2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un aumento de x 63.

Los resultados de la localizacién de las proteinas se muestran en la Figura 5 para los
distintos tipos de células evaluados HGUE-GB-42, HGUE-GB-39, RWP-1 y SW-480.

Se observo que CDK4 estaba altamente expresada en el nucleo de las células de GBM
(HGUE-GB-42 y HGUE-GB-39) como muestra la colocalizacién con DAPI y también en el
citoplasma. Sin embargo, se expresa mayoritariamente en el citoplasma de las células
tumorales pancreaticas (RWP-1) y de adenocarcinoma de colon (COAD) (SW-480).

De forma similar, Cyc D1 se expresaba tanto en el citoplasma como en el nucleo de
las células de GBM, pero también en el resto de las lineas tumorales.

La colocalizacién de estas dos proteinas fue medida mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson (PRV), tal y como se ilustra en la Figura 6, que confirmé el hecho de
que en GBM, CDK4 y Cyc D1 tienen un mayor nivel de coexpresion (con un PRV de 0.451
para HGUE-GB-39 y de 0.495 para HGUE-GB-42), que en cancer de pancreas (con un PRV
de 0.373 para RWP-1) y de cancer colorrectal (con un PRV de 0.285 para SW-480).

Ensayo de ligadura de proximidad (PLA):

Para determinar la capacidad de los compuestos (la), (Ib) y (Ic) de bloquear la
interaccion entre CDK4 y Cy-D1, se estudio la interaccion entre estas dos proteinas en
distintas lineas celulares. Se sembraron una cantidad de 35.000 células de lineas celulares
HGUE-GB-42, HGUE-GB-39, RWP-1 y SW-480 en placas de veinticuatro pocillos sobre
cubreobjetos. Las células fueron tratadas con los compuestos (la), (Ib) y (Ic) (10 uM) durante

6 horas y después se lavaron en PBS (1x), se fijaron con PFA al 4 %, se lavaron nuevamente,
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se permeabilizaron en PBS (1x) con Triton X-100 al 0,2 % y se bloquearon con solucién
bloqueadora durante 1 h a 37 °C antes de la inmunotincién con DuoLink mediante tecnologia
PLA (Merck, Madrid, Espafia), siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizaron anticuerpos
primarios anti-CDK4 (1:100, ratén; NeoMarkers, California, USA) y anti-CyD1 (1:100, conejo;
Cell Signaling, Massachusetts, USA). Los portaobjetos se procesaron para PLA in situ
utilizando secuencialmente DuoLink In Situ PLA Probe Anti-Mouse MINUS, DuoLink In Situ
PLA Probe Anti-Rabbit PLUS y los reactivos de deteccién DuoLink In Situ Red (Merck, Madrid,
Espana).

En estos experimentos, los puntos fluorescencia (rojos) corresponden a las sefiales
positivas para PLA, lo que indica que las dos proteinas (CDK4 y Cyc D1) estan unidas,
formando un complejo proteico; por el contrario, las manchas de fluorescencia azules
corresponden a nucleos (tincidon DAPI). Esta técnica, revela la union de proteinas que se
produce a distancias inferiores a 16 A.

Se realizaron experimentos de control tanto negativo como positivo, el primero
omitiendo uno de los anticuerpos primarios.

La adquisicion de imagenes se llevé a cabo utilizando un microscopio confocal
LSM900 con Airyscan 2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) con un aumento de x 63. El
numero de puntos rojos se conto utilizando el software Fiji (Imagen J2).

Los resultados se dan como la media  desviacion estandar (DE) de tres experimentos
independientes (n = 5 imagenes). Para evaluar la distribucion normal de los datos se utilizé la
prueba estadistica de Shapiro-Wilk o la prueba t de Student para analizar la asociacion entre
variables. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor de p
<0,05. El analisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism v7.0a (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.)

Se trataron todas las lineas celulares con una concentracién de 10 uM del compuesto
(Ia) durante 6 horas y con el control. Ejemplos de las imagenes obtenidas con el compuesto
(la) se muestran en la Figura 7A. Los puntos fluorescentes (rojos) correspondientes a las
sefiales PLA (indicado en la figura como “PLA: CDK4/Cyc D1”), indican que CDK4
interaccion6 eficientemente con Cyc D1, mayoritariamente dentro del nucleo en todas las
lineas tumorales en la situacidn control como era de esperar por los experimentos de
inmunofluorescencia (Figura 5-6). También se trataron las lineas celulares HGUE-GB-42 y
HGUE-GB-39 con una concentracion de 10 uM del compuesto (Ib) y (Ic) durante 6 horas y el
control. Los resultados obtenidos con los compuestos (Ib) y (Ic) se muestran en la Figura 7B.

En la Figura 8 se muestra la cuantificacion, en forma de grafico de barras, del numero

de puntos fluorescentes por célula, tratada con el control (DMSQO) o con los compuestos (la)
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(Ib) y (Ic). Se utilizé el software Fiji para contabilizar el numero de puntos rojos. Los datos
representan la media £ SEM, ANOVA de 1 via, se utilizé la prueba post hoc de Tukey, *p <
0,05, **p < 0,01, **p < 0,001; ****p < 0,0001.

El tratamiento con el compuesto (la), confirmé que la interaccién entre CDK4 y CyD1
era desplazada por el mismo, para todas las lineas celulares testadas. Se observo que el
compuesto (la) fue incluso mas eficiente en la linea que HGUE-GB-42 que en la otra linea de
GBM (HGUE-GB-39), que resulté ser la linea donde menos se veian afectadas las
interacciones nucleares de CDK4 y Cyc D1. En los otros dos tipos de cancer la reduccién de
la interaccién entre las dos proteinas también se vio seriamente afectada por el compuesto
(Ia), lo que es un indicador de la efectividad de este tipo de compuestos no solo en una terapia
contra el GBM, sino que también puede afectar otros tipos de cancer (Figura 7-8).

Se observa que el numero de puntos por célula disminuye en presencia del compuesto
(Ib) y (Ic). Si bien el compuesto (Ic) mostré un descenso en el numero de puntos por célula
similar para los dos tipos de lineas celulares, el compuesto (Ib) mostré un descenso mas
marcado para las células HGUE-GB-39, pero quizds mas sorprendente es que incluso mostro

un descenso mas importante para estas células que el compuesto (Ic).

Simulaciones computacionales:

Otras propiedades de los tres compuestos de estructuras de acuerdo con la férmula
(1a), (Ib) y (Ic), referidos respectivamente también como compuestos (1a), (Ib) y (Ic), se

determinaron in silico mediante distintas simulaciones.

Propiedades ADMET:

Las propiedades in silico de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
(ADMET) se calcularon utilizando la aplicacién web AdmetSAR, tal y como describen Cheng
etal. (J. Chem. Inf. Model.2012, 52, 11, 3099-3105; [DOI: 10.1021/ci3003674a)), y el software
DataWarrior (v. 5.0), tal y como describen Sander et al. (J. Chem. Inf. Model. 2015, 55, 2, 460—
473; [DOI: 10.1021/ci500588j]). Los parametros evaluados fueron: la superficie total, la
superficie polar topologica, el LogS calculado, el peso molecular, el logP calculado, aceptores
de enlaces de hidrégeno, violaciones de la regla de los cinco de Lipinski, donantes de enlaces
de hidrégeno, semejanza del farmaco, puntuacién del farmaco, permeabilidad Caco-2
calculada, toxicidad aguda calculada en ratas, toxicidad calculada en Tetrahynema pyriformis
y toxicidad calculada en peces (datos no mostrados).

Los compuestos (Ia), (Ib) y (Ic) mostraron propiedades ADMET que no siempre serian

consideradas dentro de las éptimas. Por ejemplo, violan una o mas de las reglas del cinco de
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Lipinsky, ElI compuesto (la) tiene un peso molecular (752 Da) de mas de 500 Da, logP
calculado mayor de 5 (la= 6,44, |Ib=7,37 y Ic= 8,10), y Ic tiene 13 aceptores de enlaces de H
(cuando la regla de Lipinsky habla de no mas de 10), el numero de donadores en menor de 3
para los tres compuestos. Sin embargo, como se ha demostrado los compuestos (I1A), (Ib) y
(Ic) muestran actividad inhibidora al ser utilizados para tratar lineas celulares, incluso mejor

que otros compuestos conocidos como inhibidores de CDK4.

Acoplamiento molecular:

Las simulaciones de acoplamiento molecular de los compuestos (l1a), (Ib) y (Ic), se
llevaron a cabo utilizando el software YASARA structure v22.5.22, ejecutando el algoritmo
AutoDock 4 con AMBER99 como campo de fuerza, tal y como describen Encinar et al. (Drug
Des Devel Ther. 2015, 9, 5877-5895; [DOI: 10.2147/DDDT.S93449]), Galiano et al. (Drug Des
Devel Ther. 2016, 10, 3163-3181; [DOI: 10.2147/DDDT.S117369)), y Ruiz-Torres et al. (Mar.
Drugs 2018, 16, 385; [DOI: 10.3390/md16100385]). Se establecieron un total de 100
ejecuciones de acoplamiento flexible y se agruparon (7 A) alrededor de la superficie de
interaccion entre CDK4 y la Cyc D1, es decir, dos compuestos acoplados a CDK4 pertenecian
a diferentes agrupaciones si la desviacion cuadratica media del ligando de sus posiciones
atdmicas era superior a 7 A, tal y como describen Cuyas et al. (Food and Chemical Toxicology
2019, 132, 110645; [DOI: 10.1016/).fct.2019.110645]).

El software YASARA calcul6 la variacion de la energia libre de Gibbs (AG, Kcal/mol),
donde los valores de energia mas positivos indican una uniéon mas fuerte a CDK4 tal y como
describen  Rubio-Camacho et al (Biomolecules 2020, 10, 1015; [DOI:
10.3390/biom10071015]). Para calcular este parametro, Autodock Vina utiliza una funcién de
puntuacion de campos de fuerza que considera la fuerza de las interacciones electrostaticas,
los enlaces de hidrégeno entre todos los atomos de los dos socios de unién, en el complejo,
las fuerzas intermoleculares de van der Waals, y las contribuciones de solvatacion y entropia,
tal y como describen Morris et al. (J. Comp. Chem. 2009, 30, 16, 2785-2791; [DOI:
10.1002/jcc.212586]).

Para la enzima CDK4 de humanos (cédigo UniProt: P11802 - CDK4_HUMAN) se
utilizé la estructura 6P8E (https:/www.rcsb.org/structure/6P8E) depositada en la base de
datos Protein Data Bank. En esta estructura, CDK4 se encuentra co-cristalizada con la Cyc
D1 y la proteina reguladora P27. Las dimensiones de la cuadricula fueron 23 x 23 x 23 A El
estado de protonacién fue adecuado a pH 7,4 para las cadenas laterales CDK4 utilizando el
software YASARA structure v22.5.22, tal y como describen Krieger et al. (Bioinformatics 2014,
30, 20 2981-2982 [DOI: 10.1093/bicinformatics/btu426]). Tras cada simulacién de
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acoplamiento, el software YASARA gener6 un archivo que contenia las coordenadas
moleculares de diferentes poses de cada compuesto de la libreria acoplado al sitio de unién
en la proteina CDK4, asi como la variacién de energia libre de Gibbs (AG, kcal/mol) para cada
pose. Los compuestos (l1a), (Ib) y (Ic), mostraron una AG = 9,5 kcal/mol, lo que es indicador
de un buen acoplamiento de los compuestos a CDK4, en particular en su zona de interfaz con
la Cyc D1, y de su potencial actividad inhibidora, como se ha demostrado también en los

experimentos in vitro.

Dinamica molecular:

Las simulaciones de dinamica molecular se llevaron a cabo usando el software
YASARA structure v22.5.22, con AMBER14 como campo de fuerza, tal y como describen
Encinar et al. (Viruses 2020,10, 12(5), 525; [DOI: 10.3390/v12050525]), Marroqui et al.
(Chemosphere 2021, 265, 129051, [DOI: 10.1016/j.chemosphere.2020.129051]), Verdura et
al. (Aging 2020, 12{(1), 8-34, [DOI: 10.18632/aging.102646]), y Fernandez-Ginés et al. (Redox
Biology 2022, 55,102396; [DOI: 10.1016/j.redox.2022.102396]). Se permitié que la celda de
simulacion incluyera 20 A alrededor de la proteina CDK4, que se llené con agua a una
densidad de 0,997 g/ml. La minimizacion de la energia inicial se llevd a cabo bajo restricciones
relajadas utilizando la minimizacion de descenso mas pronunciado. Las simulaciones se
realizaron en agua a presion (1 atm) y temperatura (25 °C) constantes. Para imitar un entorno
fisiolégico, se afnadieron contraiones para neutralizar el sistema (Na* o CI" en sustitucion del
agua para obtener una concentracién final de NaCl del 0,9% y un pH mantenido en 7,4). Se
anadieron atomos de hidrégeno a la estructura de la proteina en los grupos ionizables
apropiados segun el pKa calculado y el pH de la simulacion (es decir, se anadié un atomo de
hidrogeno si el pKa calculado era superior al pH). El pKa se calculd para cada residuo segun
el método de Ewald, tal y como describen Krieger et al. (J. Mol. Graph. Model. 2006, 25 (4),
481-486; [DOI: 10.1016/j.jmgm.2006.02.009]). Los datos se registraron cada 100 ps. Los
calculos de superficie de Poisson-Boltzmann de mecanica molecular (MM/PBSA) se utilizaron
para determinar la energia libre de union de los compuestos candidatos a inhibidores frente a
CDKA4 utilizando la macro YASARA md_analyzebindenergy.mcr, tal y como describen Encinar
et al. (Viruses 2020,10, 12(5), 525; [DOI: 10.3390/v12050525]), Marroqui et al. (Chemosphere
2021, 265, 129051; [DOI: 10.1016/j.chemosphere.2020.129051]), Verdura et al. (Aging 2020,
12(1}, 8-34; [DOI: 10.18632/aging.102648]), y Fernandez-Ginés et al. (Redox Biology 2022,
55,102396; [DOI: 10.1016/j.redox.2022.102396]). Cuando un compuesto permanece unido a
la superficie de interfase CDK4 con la Cyc D1 durante todo el tiempo de la simulacion MD

(100 ns), la medida de su trayectoria no debe superar un valor RMSD de 10 A. Los
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compuestos (la), (Ib) y (Ic) mostraron un valor RMSD inferior a 10 A (es decir, su union a
CDK4 era estable durante 100 ns). Ademas, en este proceso se tuvo en cuenta el valor de la
energia de enlace de solvatacion MM|PBSA, tal y como describen Gnheden et al. (Expert
Opinion on Drug Discovery 2015, 10(5), 449-461; [DOI: 10.1517/17460441.2015.1032936]) y
Wang et al. (Comp. Chem. 2016, 37(27), 2436-2446; [DOI: 10.1002/jcc.24467]). Los
compuestos (la), (Ib) y (Ic), mostraron valores de MM|PBSA superiores a 20 kcal/mol para los

ultimos 50 ns de la simulacién MD.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de estructura de acuerdo con la férmula (I) para uso como

medicamento:

A

Férmula (1)
en donde
- A esun atomo independientemente seleccionado de entre O y S; preferentemente
A es O 0 S; y mas preferentemente A es O;
- R'y R? se seleccionan independientemente de entre H, -CONH-R?, arilo y alquilo,
o R' y R? juntos forman un anillo;
- R®se selecciona de entre -CONH-R®, arilo y alquilo;
R? y RP seleccionandose independientemente de entre arilo y alquilo; y
los grupos arilo y alquilo y el anillo siendo opcionalmente sustituidos por un grupo
seleccionado de entre arilo, alquilo, y halégeno; y los grupos alquilo siendo lineares o

ramificados.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde
- los grupos arilo se seleccionan de entre fenilo, ftalimidilo, bifenilo, naftalenilo,
bencilo;
- los grupos alquilo se seleccionan de entre metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo,
isobutilo, y tert-butilo;
y/o

- el halégeno se selecciona de entre fluor, cloro, bromo y yodo.
3. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o 2, en donde R' y R? forman un anillo,

preferentemente un anillo aromatico, mas preferentemente un anillo aromatico seleccionado

de entre anillo aromatico de 6 miembros o de 5 miembros.
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4. El compuesto segun cualquiera de la reivindicacion 1 o 2 en donde R' y/o R? es -
CONH-R? y preferentemente R? es arilo; mas preferentemente el arilo se selecciona de entre
fenilo, bifenilo, ftalimidilo, naftalenilo, bencilo, opcionalmente sustituido con un grupo
preferentemente seleccionado de entre fenilo, bencilo, naftalenilo, etilo; y todavia mas
preferentemente el arilo se selecciona de entre bifenilo, naftalenilo, N-fenilo-ftalimido y N-

naftalenilo-ftalimido.

5. El compuesto de la reivindicacion 4 en donde uno de entre R' y R? es H y el otro de
entre R' y R? es -CONH-R?, preferentemente en donde:
- cuando R' es H entonces R? es -CONH-R? y R? se selecciona de entre bifenilo y
naftalenilo; y preferentemente es bifenilo; o
- cuando R? es H entonces R' es -CONH-R? y R? se selecciona de entre N-fenilo-

ftalimido y N-naftalenilo-ftalimido; y preferentemente es N-fenilo-ftalimido.

6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde R®* es CONH-R" y
preferentemente R® es arilo; mas preferentemente el arilo se selecciona de entre fenilo,
bifenilo, ftalimidilo, naftalenilo, bencilo, opcionalmente sustituido con un grupo
preferentemente seleccionado de entre fenilo, bencilo, naftalenilo, y etilo; todavia mas
preferentemente el arilo se selecciona de entre bifenilo, naftalenilo, N-fenilo-ftalimido y N-
naftalenilo-ftalimido; y todavia aun mas preferentemente se selecciona de entre bifenilo y N-

fenilo-ftalimido.

7. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en donde R® es arilo;
preferentemente el arilo se selecciona de entre fenilo, bifenilo, ftalimidilo, naftalenilo, bencilo,
opcionalmente sustituido con un grupo preferentemente seleccionado de entre fenilo, bencilo,
naftalenilo, y etilo; mas preferentemente el arilo se selecciona de entre bifenilo, naftalenilo, N-
fenilo-ftalimido y N-naftalenilo-ftalimido; y todavia mas preferentemente el arilo es N-

naftalenilo-ftalimido.
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8. El compuesto de la reivindicacion 1 en donde la formula (I) es de acuerdo con la

férmula (la):

Férmula (la)

9. El compuesto de la reivindicacidon 1 en donde la formula (1) es de acuerdo con la

férmula (Ib):

Férmula (Ib)

10. El compuesto de la reivindicacidon 1 en donde la formula (1) es de acuerdo con la

férmula (Ic):

Férmula (lc)
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11. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en donde el medicamento
es para el tratamiento de una enfermedad, preferentemente para el tratamiento de cancer, y
mas preferentemente de un céancer que sobre expresa la quinasa CDK4 y la Cyc D1, en
particular GBM, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de colon, linfoma de células
del manto, sarcoma de Kaposi, cancer de préstata, cancer de pulmén, y/o cancer
ginecoldgico; mas en particular para el tratamiento de GBM, cancer de mama, céncer de

pancreas, y/o cancer de colon; y todavia mas en particular para el tratamiento de GBM.

12. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde el uso como
medicamento o el tratamiento comprende administrar el compuesto o una composicién
farmacéutica que comprende el compuesto y un excipiente farmacéuticamente aceptable, a
un sujeto, siendo el sujeto humano o0 no humano y en particular un humano, que padece una
enfermedad, particularmente en donde el sujeto padece cancer, mas en particular padece
GBM, cancer de mama, cancer de pancreas, y/o cancer de colon, y todavia mas en particular
padece GBM.

13. Una composicidén farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 13 donde la formulacion comprende el
compuesto como unico agente terapéutico 0 comprende un agente terapéutico adicional, en
particular seleccionado de entre inhibidores de CDK4, CDK5 y/o CDK®6, preferentemente un
compuesto seleccionado de entre palbociclib, ribociclib, abemaciclib, gemcitabina y
carmustina (BCNU).

15. La composicidn farmacéutica de la reivindicacién 13 o 14 que esta formulada para la

liberacién controlada del compuesto y/o del agente terapéutico adicional.
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