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DESCRIPCION
Composicién para inhibir la metastasis del cancer y tratar el cancer
[Campo técnico]

[0001] La presente invencion se refiere a una composicién para tratar el cancer e inhibir la metastasis del cancer, en
la que el cancer es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares, mediante tratamiento con
clorfenesina o carbamato de clorfenesina, opcionalmente en combinacién con cloroquina o cloropirazina.

[Estado de la técnica anterior]

[0002] Una célula es la unidad mas pequefia que constituye un cuerpo humano. Las células normales mantienen un
ndmero constante de células con su propia funcién reguladora, tal como el crecimiento, la divisiéon y la muerte celular.
Si la célula se dafia por una determinada causa, se repara para que sirva como una célula normal, o cuando la célula
no se ha recuperado, muere por si sola. Sin embargo, si se produce una mutacién en las células normales debido a
varias razones, esta mutacién da como resultado células inmaduras que no regulan el ciclo celular. En consecuencia,
la célula seguira dividiéndose, lo que se define como cancer. Ademés, las células cancerosas tienen caracteristicas
de que invaden y destruyen los tejidos u érganos circundantes, asi como de propagarse a otras partes del cuerpo. El
cancer es la principal causa de muerte en Corea, y su tasa de mortalidad ha aumentado cada afio. Aunque ha habido
un progreso considerable en los tratamientos médicos para ciertos canceres, la tasa de supervivencia a cinco afios
para todos los canceres ha mejorado solo un 10 por ciento aproximadamente durante los ultimos 20 afios. Los
canceres o tumores malignos tienden a propagarse y crecer mas rapidamente de forma descontrolada, por lo que es
extremadamente dificil detectarlos y tratarlos a tiempo.

[0003] El intestino grueso (colon, intestino grueso) es un érgano digestivo largo en forma de tubo que conecta el
intestino delgado (ileon) con el recto. El cancer colorrectal se produce cuando se desarrollan crecimientos tumorales
en esas partes. El cancer colorrectal se divide en canceres de colon y recto dependiendo de las partes donde se
desarrollan los crecimientos tumorales. Los pacientes con céncer colorrectal suelen tener sintomas, tales como un
cambio en el habito intestinal, heces con sangre o heces mucosas, heces estrechas, pérdida de peso, dolor abdominal,
fatiga, inapetencia, etc. El cancer colorrectal se propaga habitualmente al higado o al pulmén, y aproximadamente
més del 50 por ciento de los pacientes experimentan metastasis de cancer. El cadncer colorrectal se trata mediante
cirugia o radioterapia o quimioterapia dirigida o quimioterapia convencional. La inyeccién de cetuximab (Erbitux) es
una terapia dirigida representada para el cancer colorrectal. Cetuximab es un anticuerpo monoclonal dirigido a los
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que se une especificamente al EGFR en la superficie de las
células de cancer colorrectal para suprimir la proliferaciéon general de las células cancerosas al inhibir un determinado
proceso en la transduccién de sefiales que provoca el crecimiento de las células cancerosas.

[0004] El cancer de péancreas tiene la tasa de mortalidad més alta de todos los canceres principales. En los EE. UU.,
mas de 40 mil personas estén diagnosticadas con cancer de pancreas, y menos del 5 por ciento de ellas esta viva
cinco afios 0 mas después del diagnéstico. La baja tasa de supervivencia es atribuible al hecho de que la mayoria de
los canceres de pancreas a menudo son dificiles de diagnosticar hasta que se han propagado a los tejidos u érganos
circundantes. Como los pacientes no presentan sintomas en una etapa temprana, y los sintomas son inespecificos y
variados en una etapa terminal, esto hace que sea més dificil diagnosticarlos temprano. Y las opciones de tratamiento
para el cancer de pancreas son limitadas. En una etapa temprana, el cancer de pancreas se trata con cirugia y
radioterapia. Sin embargo, las opciones no son efectivas para el cancer de pancreas avanzado o recurrente. La
gemcitabina, que se administra por infusién a través de una vena (por via intravenosa, por V), es eficaz una vez al
dia para tratar el cancer de pancreas, y fue aprobada por la FDA en EE. UU. en 1998. La gemcitabina se usa mas
comlUnmente en el tratamiento del cdncer de pancreas, que se combina con otros medicamentos, tales como el oxalato
o el 5-FU (5-fluorouracilo). Pero ha tenido muy poco efecto en el aumento significativo de la tasa de supervivencia de
los pacientes con cancer de pancreas. Para el tratamiento estdndar de la quimioterapia convencional, la gemcitabina
se administra sola (agente Unico) o se puede administrar junto (quimioterapia combinada) con erlotinib, un inhibidor
de la tirosina quinasa del EGFR. Las opciones alternativas son la combinacién de mudltiples farmacos de 5-
fluorouracilo, leucovorina, irinotecan y oxaliplatino (también se conoce como protocolo FOLFIRINOX), o la combinacién
de nanoparticulas de paclitaxel unidas a albumina (nab) mas gemcitabina. Esta Gltima mostré un efecto superior a la
monoterapia con gemcitabina (Von Hoff et al., 2013; S3-Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom, 2013). La FDA aprobd
el erlotinib, un inhibidor de la quinasa, para la terapia combinada con gemcitabina para el paciente con cancer de
pancreas avanzado que no ha recibido quimioterapia. Sin embargo, la mediana de la supervivencia general con
erlotinib y gemcitabina mejoré menos de 4 semanas (Moore et al., J. Clin. Oncol., 25(15):1960-6 (2007))).

[0005] El conducto biliar es una estructura en forma de tubo que transporta la bilis secretada desde el higado hasta el

duodeno. En el higado, se vuelve mas grueso al unirse con el conducto biliar como si cada rama de un arbol estuviera

formada por las ramas de uno de ellos. Los conductos biliares izquierdo y derecho se combinan para formar un

conducto biliar comun. Los dos tipos de conductos biliares en el higado son los conductos biliares intrahepaticos dentro

del higado y los conductos biliares extrahepaticos que transportan la bilis fuera del higado, que conecta con el

duodeno. La vesicula biliar ubicada en los conductos biliares extrahepéticos almacena y concentra temporalmente la
2
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bilis del higado, y el conducto biliar consta del conducto biliar y la vesicula biliar. Como un sistema de vasos que dirige
las secreciones desde el higado, el conducto biliar se conecta con el duodeno mientras se vuelve cada vez mas y mas
grueso, como las ramas. La vesicula biliar es un lugar para la estasis primaria de la bilis. El cancer de las vias biliares
es un término general para el cancer de las vias biliares y el cancer de vesicula biliar, que surge de las células
epiteliales del conducto biliar intrahepatico. En el momento del diagnéstico, entre el 70 y el 80 por ciento de los
pacientes con cancer se encuentran en una etapa avanzada. Como solo entre el 30 y el 40 por ciento de ellos se tratan
mediante cirugia y la tasa de supervivencia a cinco afios para el cancer es de alrededor del 7 por ciento, se trata de
uno de los canceres intratables. Aunque se han desarrollado diversos tipos de medicamentos contra el cancer, hay
muy pocos canceres que se puedan curar solo con el medicamento. Esto se debe a que las células cancerosas no
reaccionan con los medicamentos contra el cancer, o el medicamento es eficaz para reducir el tamafio de las células
tumorales en la etapa temprana del tratamiento, pero pierde su eficacia debido a problemas de resistencia al
medicamento durante el tratamiento o después del mismo. Por lo tanto, para que el tratamiento sea eficaz contra los
canceres, el medicamento contra el cancer debe superar los problemas de resistencia al medicamento, tales como la
resistencia de las células cancerosas al medicamento contra el cancer. En el caso del cancer de las vias biliares, este
problema se produce con frecuencia en el periodo temprano del tratamiento. Por lo tanto, la tasa de respuesta del
medicamento contra el cancer es de solo el 15 por ciento y la tasa de recurrencia después de la cirugia es del 85 por
ciento. Esto demuestra claramente que no existe ningin medicamento contra el cadncer eficaz antes y después de la
cirugia.

[0006] Los tumores malignos surgen de un érgano (tal como pulmén, higado, rifién, estdmago, colon, recto, etc.) y se
propagan desde el lugar donde comenzé el cdncer a otra parte del cuerpo. La metéstasis significa que los tumores
malignos se propagan desde el lugar donde comenzé el cancer a otra parte del cuerpo, lo que va acompafiado de una
progresidon del tumor maligno. A medida que la célula tumoral maligna crece y el cancer progresa, adquiere un nuevo
carécter genético que es necesario para la metastasis, invade los vasos sanguineos y las glandulas linfticas, circula
a través de ellos, se establece en otro 6rgano y crece.

[0007] Actualmente, la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia se utilizan para la terapia del cancer. Entre ellas, la
quimioterapia es para tratar el cancer con farmacos contra el cancer. Recientemente, se utilizan alrededor de 60 tipos
de farmacos contra el cancer. Como se sabe mucho sobre el desarrollo del cancer y las caracteristicas de las células
cancerosas, se han desarrollado activamente nuevos agentes contra el cancer. Sin embargo, debido a que la terapia
actual se ha centrado en la muerte o eliminacién de las células cancerosas, existe una falta de investigaciéon sobre
medicamentos para prevenir el crecimiento y la metastasis del cancer, que es la causa inmediata de un aumento en
la tasa de supervivencia de los pacientes con canceres. Por lo tanto, para mejorar la tasa de tratamiento del cancery
la tasa de supervivencia de los pacientes, existe una gran necesidad de desarrollar un nuevo farmaco con una actividad
contra el cancer y efectos inhibidores tanto del crecimiento como la metéstasis de las células cancerosas.

[Divulgacién]

[Problema técnico]

[0008] Los inventores de la presente invencién han confirmado que la clorfenesina, la cloroquina o la cloropirazina
tienen efectos anticancerigenos y efectos inhibidores de la proliferacién y metastasis de células cancerosas, y su
combinacién tiene un efecto sinérgico, completando asi la presente invencion.

[Solucién técnica]

[0009] Para lograr los objetivos descritos anteriormente, la presente invencidén da a conocer la composicién
farmacéutica para prevenir o tratar el cancer, que incluye la composicién clorfenesina o carbamato de clorfenesina y
opcionalmente cloroquina o cloropirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos como principio activo.
[0010] Ademas, la presente invencion da a conocer la composicién farmacéutica para inhibir la proliferacion y la
metéastasis del cancer, que incluye la composicién clorfenesina o carbamato de clorfenesina y opcionalmente

cloroquina o cloropirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos como principio activo.

[0011] Ademés, la presente invencién da a conocer el adyuvante contra el cancer que incluye clorfenesina o carbamato
de clorfenesina y opcionalmente cloroquina o cloropirazina,

[Efectos beneficiosos]

[0012] La presente invencién se refiere a una composicién contra el cancer para inhibir la proliferacion y metéstasis
de células cancerosas, en la que el cancer es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares, y
es posible inhibir eficazmente la proliferaciéon y metastasis administrando clorfenesina o carbamato de clorfenesina y
opcionalmente cloroquina o cloropirazina.

[Descripciéon de los dibujos]
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[0013]
La Figura 1 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 y SWA480 por clorfenesina (OC-201).
La Figura 2 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 y SWA480 por cloroquina (OC-202).
La Figura 3 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 y SWA480 por cloropirazina (OC-203).
La Figura 4 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 y SW480 mediante el tratamiento con clorfenesina y cloroquina en combinacién.
La Figura 5 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 y SW480 mediante el tratamiento con clorfenesina y cloropirazina en combinacion.
La Figura 6 es una vista que muestra el grado de migracién de las células SW480 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 7 es un grafico que muestra el grado de migracién de las células SW480 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 8 es una vista que muestra el grado de migraciéon de las células HCT116 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 9 es un gréafico que muestra el grado de migracién de las células HCT116 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 10 es una vista que muestra el grado de migracién de las células CT26 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 11 es un grafico que muestra el grado de migraciéon de las células CT26 segun la concentracién de
clorfenesina.
La Figura 12 es una vista que muestra el grado de migracidén de células SW480 segln el tratamiento con clorfenesina,
cloroquina o cloropirazina solas o en combinacion.
La Figura 13 es una grafica que muestra el grado de migraciéon de células SW480 segln el tratamiento con
clorfenesina, cloroquina o cloropirazina solas o en combinacién.
La Figura 14 es una vista que muestra el grado de migracién de células HCT116 segun el tratamiento con clorfenesina,
cloroquina o cloropirazina solas o en combinacion.
La Figura 15 es una grafica que muestra el grado de migraciéon de células HCT116 segln el tratamiento con
clorfenesina, cloroquina o cloropirazina solas o en combinacién.
La Figura 16 es una vista que muestra el grado de migracién de células CT26 segun el tratamiento con clorfenesina,
cloroquina o cloropirazina solas o en combinacion.
La Figura 17 es una grafica que muestra el grado de migracion de células CT26 segun el tratamiento con clorfenesina,
cloroquina o cloropirazina solas o en combinacion.
La Figura 18 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la migracién de células S\W480 segun
la concentracién del tratamiento con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 19 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la migracién de células HCT116 segun
la concentracién del tratamiento con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 20 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la migracién de células CT26 segun
la concentracién del tratamiento con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 21 es una vista para confirmar el efecto sobre la inhibicién de la migracién de células HCT116 mediante el
tratamiento con clorfenesina sola a través de un ensayo de cicatrizacién de heridas.
La Figura 22 es una vista para confirmar el efecto sobre la inhibicién de la migracién de células HCT116 mediante el
tratamiento con clorfenesina sola a través de un ensayo de cicatrizacién de heridas.
La Figura 23 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de cicatrizaciéon de heridas de HCT116 mediante
tratamiento con clorfenesina sola.
La Figura 24 es una vista para confirmar el efecto sobre la inhibicién de la migracién de células HCT116 mediante el
tratamiento con cada una de cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203) solas a través de un ensayo de cicatrizacién
de heridas.
La Figura 25 es una vista para confirmar el efecto sobre la inhibicién de la migracién de células HCT116 mediante el
tratamiento con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién a través de un ensayo de cicatrizacién de
heridas.
La Figura 26 es un grafico que muestra los resultados de un ensayo de cicatrizacién de heridas de células HCT116
mediante el tratamiento con cloroquina o cloropirazina sola o con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en
combinacion.
La Figura 27 es una vista que muestra los resultados del analisis de la formacién de colonias de células HCT116 segun
la concentracidn del tratamiento con clorfenesina.
La Figura 28 es una vista que muestra los resultados del analisis de la formacién de colonias de células HCT116 segun
la concentracién de tratamiento Unico de clorfenesina, cloroquina o cloropirazina o la concentracién de tratamiento de
combinacién de clorfenesina y cloroquina o cloropirazina.
La Figura 29 es una vista que muestra los resultados del analisis de la formacién de colonias de células CT26 segun
la concentracién de tratamiento Unico de clorfenesina, cloroquina o cloropirazina o la concentracién de tratamiento de
combinacién de clorfenesina y cloroquina o cloropirazina.
La Figura 30 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segln la concentracion del tratamiento con clorfenesina.
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La Figura 31 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segln la concentracidn del tratamiento con cloroquina.
La Figura 32 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segln la concentracion del tratamiento con cloropirazina.
La Figura 33 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segln la concentracién del tratamiento de combinacién de 5 UM de clorfenesina y de 1
MM a 50 pM de cloroquina.
La Figura 34 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de cadncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segln la concentracién del tratamiento de combinacién de 0,5 pM de cloroquina y de 1
MM a 50 uM de clorfenesina.
La Figura 35 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segun la concentracién del tratamiento de combinacién de 1 yM de cloroquinay 1 pM a
50 UM de clorfenesina.
La Figura 36 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segun la concentracién del tratamiento de combinacién de 5 pM de cloroquinay 1 pM a
50 UM de clorfenesina.
La Figura 37 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las lineas celulares de céncer de pancreas
Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 segun la concentracién del tratamiento de combinacién de 5 uM de clorfenesina y 1 uM
a 25 UM de cloropirazina.
La Figura 38 es una vista que muestra el grado de migracién de la linea celular de cancer de pancreas Panc-1 segun
el tratamiento con clorfenesina, cloroquina o cloropirazina sola o clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en
combinacion.
La Figura 39 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicion de la migraciéon de células segun la
concentracién del tratamiento de combinaciéon en la linea celular de cancer de péncreas Panc-1 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 40 es una vista que muestra el grado de migracién de la linea celular de cancer de pancreas Aspc-1 segun
el tratamiento con clorfenesina, cloroquina o cloropirazina solas o clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en
combinacion.
La Figura 41 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibiciéon de la migracién de células segun la
concentracién del tratamiento de combinaciéon en la linea celular de céancer de pancreas Aspc-1 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 42 es una vista que muestra los resultados del ensayo de invasion de la linea celular de cancer de pancreas
Panc-1 tratada con clorfenesina, cloroquina o cloropirazina solas o clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en
combinacion.
La Figura 43 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la invasién de células segun la
concentracién del tratamiento de combinaciéon en la linea celular de cancer de péncreas Panc-1 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 44 es una vista que muestra los resultados del ensayo de invasion de la linea celular de cancer de pancreas
MIACaPa2 segun el tratamiento con clorfenesina, cloroquina o cloropirazina solas o clorfenesina y cloroquina o
cloropirazina en combinacion.
La Figura 45 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la invasién de células segun la
concentracién del tratamiento de combinacién en la linea celular de cancer de pancreas MIACaPa2 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 46 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las células de cancer de las vias biliares
SNU1079 y SNU308 segun la concentracion de clorfenesina.
La Figura 47 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las células de cancer de las vias biliares
SNU1079 y SNU308 segun la concentracién de cloroquina.
La Figura 48 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las células de cancer de las vias biliares
SNU1079 y SNU308 segln la concentracién de cloropirazina.
La Figura 49 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las células de cancer de las vias biliares
SNU1079 y SNU308 segun la concentracién del tratamiento de combinacién de clorfenesina y cloroquina.
La Figura 50 es un grafico que muestra las tasas de supervivencia celular de las células de cancer de las vias biliares
SNU1079 y SNU308 segun la concentracién del tratamiento de combinacién de clorfenesina y cloropirazina.
La Figura 51 es una vista que muestra el grado de inhibicién de la migracién de la célula de cancer de las vias biliares
SNU1079 segun la concentracién de clorfenesina.
La Figura 52 es un grafico que muestra el grado de inhibicién de la migracién de la célula de cancer de las vias biliares
SNU1079 segun la concentracién de clorfenesina.
La Figura 53 es una vista que muestra el grado de inhibicién de la migracién de células de cancer de las vias biliares
SNU1079 tratadas con clorfenesina, cloroquina y cloropirazina solas o clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en
combinacion.
La Figura 54 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicion de la migracién de células segun la
concentracién del tratamiento de combinacién en la linea celular de cancer de las vias biliares SNU1079 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.
La Figura 55 es una vista que muestra un efecto sobre la inhibicién de la invasidén de la célula de céncer de las vias
biliares SNU1079 tratada con clorfenesina, cloroquina y cloropirazina solas o clorfenesina y cloroquina o cloropirazina
en combinacién.
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La Figura 56 es una vista que muestra un efecto sinérgico sobre la inhibicién de la invasién de células segun la
concentracién del tratamiento de combinacién en la linea celular de cancer de las vias biliares SNU1079 tratada con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién.

La Figura 57 es un gréafico que muestra el resultado de la evaluacién de la citotoxicidad de la clorfenesina.

La Figura 58 es una imagen de tincién de células CT26 y células HCR116 tratadas con clorfenesina o sin tratar.

La Figura 59 es una imagen de tincién de una capa seccional de células CT26 tratadas con clorfenesina o sin tratar.
La Figura 60 es un grafico que muestra la imagen de los pulmones y el nimero de nédulos que aparecen en los
pulmones recogidos en el modelo animal de cancer metastésico.

La Figura 61 es un grafico que muestra los resultados de la medicién del peso corporal y el tamafio del tumor en el
modelo animal de metastasis del cancer.

[Modos de la invencién]

[0014] A continuacién, se describe en detalle la presente invencidén con referencia a los dibujos adjuntos. Sin embargo,
los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién de la presente invenciéon. Cuando se determine que la
descripcién especifica de técnicas o configuraciones conocidas por los expertos en la materia oscurece
innecesariamente la materia de la presente invencion, se podra excluir la descripcién y la presente invenciéon no se
limitara a ella. La presente invencidén permite diversas modificaciones y aplicaciones dentro de la descripcidn de las
reivindicaciones adjuntas.

[0015] Ademas, las terminologias utilizadas en el presente documento son términos utilizados para representar
adecuadamente realizaciones preferidas de la presente invencion. Pueden variar dependiendo de la intencién de los
usuarios u operadores, o de la costumbre en la técnica a la que pertenece la presente invencién. En consecuencia,
las definiciones de estos términos deben basarse en el contenido de toda esta memoria descriptiva. En la memoria
descriptiva, cuando se hace referencia a una parte como "que comprende” un componente, significa que puede incluir
ademas otros componentes sin excluir otros componentes a menos que se describa especificamente lo contrario.

[0016] En un aspecto, la presente invencidn se refiere a la composicién farmacéutica para prevenir o tratar el cdncer
colorrectal, el cancer de pancreas o el cancer de las vias biliares, en la que la composicién incluye clorfenesina o
carbamato de clorfenesina y opcionalmente cloroquina o cloropirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos como principio activo.

[0017] La clorfenesina esta representada por la siguiente formula quimica 1, la cloroquina esta representada por la
siguiente férmula quimica 2 y la cloropirazina esta representada por la siguiente férmula quimica 3:

[Formula Quimica 1]
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[F&rmula Quimica 2]
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[0018] En una realizacién, la clorfenesina puede ser carbamato de clorfenesina representado por la siguiente Férmula
quimica 4:

[Formula Quimica 4}
OH
O OYNHZ
|
O
Ci

[0019] El carbamato de clorfenesina de la presente invencidn se utiliza principalmente como relajante musculary se
15 sabe que tiene efectos de sedacién y alivio de la ansiedad y efectos antifungicos y antibacterianos.

[0020] El documento WO 2012/128689 divulga una composiciéon que comprende cloroquina y su uso en el tratamiento
del cdncer. HANNELORE MAES ET AL: "Tumor Vessel Normalization by Chloroquine Independent of Autophagy”,
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CANCER CELL, vol. 26, nim. 2, 1 de agosto de 2014 (2014-08-01), paginas 190-206, también divulga el uso de
cloroquina para tratar el cancer.

[0021] El documento WO 2011/109469 divulga una composicién que comprende clorfenesina para tratar el cancer de
piel.

[0022] El documento WO 2017/011816 divulga el uso de clorfenesina para reducir los efectos secundarios de la terapia
con oxaliplatino.

[0023] En una realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede incluir clorfenesina y
cloroquina, clorfenesina y cloropirazina, o clorfenesina, cloroquina y clorfenesina o una sal farmacéuticamente
aceptable de las mismas como principio activo. La clorfenesina y la cloroquina o la clorfenesina y la cloropirazina se
incluyen més preferiblemente porque tienen un efecto contra el cancer sinérgico.

[0024] En una realizacidn, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede incluir de 5 a 500 UM de
clorfenesina, de 0,5 a 25 UM de cloroquina o de 1 a 100 uM de cloropirazina. La composicién farmacéutica puede
incluir 5 uM de clorfenesina (concentracion fija) y de 0,5 a 25 uyM de cloroquina cuando se incluyen clorfenesina y
cloroquina en combinacién. La composicion farmacéutica puede incluir 5 uM de clorfenesina (concentracién fija) y de
25 a 50 UM de cloropirazina cuando se incluyen clorfenesina y cloropirazina en combinacién. En un ejemplo de la
presente invencidn, la clorfenesina, la cloroquina y/o la cloropirazina de la presente invencion inhiben la migracion e
invasién de células cancerosas sin citotoxicidad significativa en el intervalo de concentracién descrito anteriormente
en experimentos celulares.

[0025] El cancer que se va a tratar es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares. Una
realizacion de la presente invencién confirmé el efecto contra el cancer de la clorfenesina, la cloroquina y la
clorfenesina solas, y el efecto contra el cAncer mediante un tratamiento de combinacién de acuerdo con la combinacién
para la linea celular de carcinoma de colon derivada de raton CT26, la linea celular de carcinoma colorrectal derivada
de humano HCT118, la linea celular de carcinoma de colon derivada de humano SW480, la linea celular de carcinoma
pancreatico derivada de humano Panc-1, la linea celular de cancer pancreatico derivada de humano Aspc-1, la linea
celular de cancer pancreatico derivada de humano MIAPaCA2, la linea celular de carcinoma de vesicula biliar derivada
de humano SNU308 y la linea celular de colangiocarcinoma intrahepatico derivada de humano SNU1079.

[0026] La presente invencién incluye clorfenesina, cloroquina y cloropirazina representadas por las Férmulas Quimicas
1 a 3, asi como todas sus sales farmacéuticamente aceptables y posibles solvatos, hidratos, racematos o
estereoisdmeros de las mismas.

[0027] La clorfenesina, cloroquina y cloropirazina representadas por las Férmulas Quimicas 1 a 3 de la presente
invenciéon se pueden utilizar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable, y las sales de adicién de acido
formadas por un é&cido libre farmacéuticamente aceptable son Utiles como una sal. La sal de adiciéon de acido se
obtiene a partir de un &cido inorganico, tal como é&cido clorhidrico, acido nitrico, acido fosférico, acido sulfurico, acido
bromhidrico, acido yodhidrico, acido azilico o &cido fosforoso, o un acido organico no téxico, tal como mono- o
dicarboxilato alifatico, alcanoato sustituido con fenilo, hidroxialcanoato y alcanodioato, un &cido aromatico, acido
sulfénico alifatico y aromatico. Dicha sal farmacéuticamente no téxica incluye sulfato, pirosulfato, bisulfato, sulfito,
bisulfito, nitrato, fosfato, monohidrégenofosfato, dihidrégenofosfato, metafosfato, cloruro de pirofosfato, bromuro,
yoduro, fluoruro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formiato, isobutirato, caprato, heptanoato,
propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-dioato, hexano-1,6-dioato,
benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, tereftalato,
bencenosulfonato, toluenosulfonato, clorobencenosulfonato, xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato,
fenilbutirato, citrato, lactato, hidroxibutirato, glicolato, maleato, tartrato, metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-
1-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato o mandelato.

[0028] La sal de adicidbn de é&cido segln la presente invencion se puede preparar mediante el procedimiento
convencional, por ejemplo, disolviendo clorfenesina, cloroquina y cloropirazina representadas por las Férmulas
Quimicas 1 a 3 en una cantidad excesiva de una solucién 4cida acuosa y a continuacion precipitar las sales resultantes
utilizando un disolvente orgénico miscible con agua, por ejemplo, metanol, etanol, acetona o acetonitrilo. Ademés, la
sal de adicién de acido se puede preparar evaporando un disolvente o un exceso de acido en la mezcla seguido de la
realizacion de una filtracién en seco o por succién de la sal precipitada.

[0029] Ademés, la sal metalica farmacéuticamente aceptable se puede preparar utilizando una base. Una sal de metal
alcalino o de metal alcalinotérreo se obtiene, por ejemplo, disolviendo un compuesto en una cantidad en exceso de
una solucién de hidréxido de metal alcalino o de hidréxido de metal alcalinotérreo, filtrando una sal de compuesto no
disuelta y evaporando y secando el filtrado. En este caso, la sal metalica considerada adecuada para uso farmacéutico
es una sal de sodio, una sal de potasio o una sal de calcio. Ademas, una sal de plata correspondiente a la misma se
obtiene haciendo reaccionar una sal de un metal alcalino o de un metal alcalinotérreo con una sal de plata adecuada
(por ejemplo, nitrato de plata).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2996 732 T3

[0030] La composicion farmacéutica de la presente invencién puede incluir ademas farmacos contra el cancer
conocidos ademas de clorfenesina, cloroquina y cloropirazina como principios activos, y puede utilizarse en
combinacién con otros tratamientos conocidos para el tratamiento de estas enfermedades. Otros tratamientos
incluyen, pero sin limitarse a los mismos, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, trasplante de médula ésea,
terapia de reemplazo de células madre, otras terapias biol6gicas, inmunoterapia y similares.

[0031] EI término "prevencion” utilizado en el presente documento se refiere a todo tipo de acciones que inhiben o
retrasan el desarrollo, la propagacién y la recurrencia del cancer mediante la administraciéon de la composicion
farmacéutica de acuerdo con la presente invencidn, y el término "tratamiento" utilizado en el presente documento se
refiere a todo tipo de acciones que mejoran o alteran la muerte de las células cancerosas o los sintomas del cancer
mediante la administracién de la composiciéon que incluye al menos una seleccionada del grupo que consiste en
clorfenesina, cloroquina y cloropirazina o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas de acuerdo con la
presente invencién. Los expertos en la materia pueden entender los criterios exactos de la enfermedad sobre la que
las composiciones de este documento tienen efectos y determinar el grado de mejora, mejoria y tratamiento con
referencia a los datos presentados por la Academia Coreana de Ciencias Médicas, etc.

[0032] El término "cantidad terapéuticamente eficaz" utilizado en combinacidén con el principio activo en la presente
invencién se refiere a una cantidad eficaz para prevenir o tratar una enfermedad del sujeto, y la cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicién de la presente invencién puede determinarse por diversos factores, por
ejemplo, procedimiento de administracién, sitio diana, la condicién del paciente y similares. Por lo tanto, la dosis
cuando se utiliza en el cuerpo humano debe determinarse en cantidades apropiadas teniendo en cuenta la seguridad
y la eficacia. También es posible estimar la cantidad utilizada en humanos a partir de la cantidad eficaz determinada
por experimentos con animales. Estos asuntos que se deben considerar para determinar la cantidad eficaz se
describen, por ejemplo, en Hardman y Limbird, eds., Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 10.2 ed. (2001), Pergamon Press; y EW. Martin ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18?2 ed.
(1990), Mack Publishing Co.

[0033] La composicién de la presente invencion se administra en una cantidad farmacéuticamente eficaz. El término
"cantidad farmacéuticamente eficaz" utilizado en el presente documento se refiere a una cantidad suficiente para tratar
la enfermedad con una relacidén beneficio/riesgo razonable aplicable para el tratamiento médico y una cantidad que no
cause efectos secundarios. El nivel de una dosificacién eficaz puede determinarse mediante pardmetros que incluyen
un estado de salud del paciente, el tipo de céncer, la gravedad, la actividad de un farmaco, la sensibilidad a un farmaco,
un procedimiento de administracién, el tiempo de administracién, una via de administracién y una velocidad de
liberacion, la duracidén del tratamiento, farmacos formulados o coutilizados y otros parametros bien conocidos en los
campos médicos. La composicidn de la presente invencién puede administrarse como un agente terapéutico individual
0 en combinacién con otros agentes terapéuticos. Puede administrarse secuencialmente o simultdneamente con un
agente terapéutico convencional o administrarse en un régimen de dosis Unica o multiple. Teniendo en cuenta todos
los factores anteriores, es importante administrar una dosis tal que se obtenga un efecto méximo con una cantidad
minima sin un efecto secundario y la dosis puede ser determinada facilmente por aquellos con conocimientos
ordinarios en la materia.

[0034] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidén pueden incluir portadores, diluyentes, excipientes o
una combinacién de dos o mas de los mismos utilizados habitualmente en formulaciones bioldgicas. El término
"farmacéuticamente aceptable", tal como se utiliza en el presente documento, significa que la composicidn esté libre
de toxicidad para las células o los seres humanos expuestos a la composicién. El portador no esta particularmente
limitado siempre que sea adecuado para la administraciéon de la composicidén al cuerpo vivo. Por ejemplo, pueden
mezclarse y usarse compuestos, soluciones salinas, agua esterilizada, solucién de Ringer, solucién salina tamponada,
solucién de dextrosa, solucién de maltodextrina, glicerol, etanol descritos en el indice Merck, 13.2 ed., Merck & Co.
Inc. y uno o mas de sus ingredientes. Si es necesario, pueden agregarse aditivos convencionales, tales como
antioxidantes, tampones y agentes bacteriostaticos. La composicion también puede prepararse en forma de
dosificacion para inyeccidn, tal como solucién acuosa, suspensiéon o emulsién, comprimido, capsula, polvo o pildora
mediante la inclusién adicional de diluyentes, dispersantes, surfactantes, aglutinantes y lubricantes. Ademés, la
composicién puede formularse en una forma deseada dependiendo de la enfermedad a la que se dirija o de sus
ingredientes, utilizando el procedimiento descrito en Remington’s Pharmaceutical Science (Mack Publishing Company,
Easton Pa., 18 de marzo de 1990)).

[0035] En una realizacién, la composicién farmacéutica puede ser una o mas formulaciones seleccionadas del grupo
que consiste en formulaciones orales, preparaciones externas, supositorios, soluciones inyectables estériles y
aerosoles, y mas preferiblemente formaciones orales o formulaciones inyectables.

[0036] El término "administracidon", tal como se utiliza en el presente documento, significa proporcionar una sustancia

predeterminada a un individuo o un paciente mediante cualquier procedimiento apropiado y puede administrarse por

via oral o parenteral (por ejemplo, mediante la aplicacién en formulaciones inyectables por via intravenosa,

subcutanea, intraperitoneal o tépica). La dosis puede variar dependiendo del peso corporal del paciente, la edad, el

sexo, el estado de salud, la dieta, el tiempo de administracion, el procedimiento de administracién, la tasa de excrecién,

la gravedad de la enfermedad y similares. Las formulaciones liquidas para administracion oral de la composicién de
9
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la presente invencién incluyen suspensiones, liquidos orales, emulsiones, jarabes y similares. Ademas de agua y
parafina liquida que son diluyentes simples habitualmente utilizados, pueden incluirse varios excipientes, tales como
agentes humectantes, edulcorantes, aromatizantes, conservantes y similares. Las formulaciones para administracién
parenteral incluyen soluciones acuosas estériles, disolventes no acuosos, suspensiones, emulsiones, formulaciones
liofilizadas, supositorios y similares. La composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse
mediante cualquier dispositivo capaz de mover la sustancia activa a las células diana. El procedimiento de
administraciéon y las formulaciones preferidas incluyen inyecciones intravenosas, subcuténeas, intradérmicas,
intramusculares, por goteo y similares. La solucién inyectable puede prepararse utilizando un disolvente acuoso, tal
como una solucidn salina fisioldgica y solucién de Ringer y un disolvente no acuoso, tal como un aceite vegetal, un
éster de acido graso superior (por ejemplo, oleato de etilo), un alcohol (por ejemplo, etanol, alcohol bencilico,
propilenglicol, glicerina, etc.) y puede incluir portadores farmacéuticos, tales como estabilizadores, para evitar el
deterioro (por ejemplo, acido ascérbico, hidrogenosulfito de sodio, pirofosfato de sodio, BHA, tocoferol, EDTA, etc.),
un emulsionante, un tampén para el control del pH, conservantes para la inhibicién del crecimiento microbiano (por
ejemplo, nitrato fenilmercurico, timerosal, cloruro de benzalconio, fenol, cresol, alcohol bencilico, etc.).

[0037] EI término "individuo" tal como se utiliza en el presente documento significa todos los animales que han
desarrollado el cancer o que son capaces de desarrollar el cancer, incluidos seres humanos, un mono, una vaca, un
caballo, una oveja, un cerdo, un pollo, un pavo, una codorniz, un gato, un perro, un ratén, una rata, un conejo o una
cobaya. Estas enfermedades se pueden prevenir o tratar de forma eficaz administrando la composicién farmacéutica
de la presente invencidn a un individuo. La composicién farmacéutica de la presente invencion se puede administrar
en combinacidén con agentes terapéuticos convencionales.

[0038] La composicidn farmacéutica de la presente invencién puede incluir ademas un aditivo farmacéuticamente
aceptable, que se ejemplifica con almidén, almidén gelatinizado, celulosa microcristalina, azucar de leche, povidona,
diéxido de silicio coloidal, hidrogenofosfato de calcio, lactosa, manitol, caramelo masticable, goma de Arabia, almidén
pregelatinizado, almidén de maiz, polvo de celulosa, hidroxipropilcelulosa, Opadry, glicolato de almidén sédico, cera
de carnauba, silicato de aluminio sintético, acido esteérico, estearato de magnesio, estearato de aluminio, estearato
de calcio, azlcar blanco, dextrosa, sorbitol, talco, etc. El aditivo farmacéuticamente aceptable de la presente invencién
se aflade preferiblemente a la composicién en una cantidad de 0,1 a 90 partes en peso, pero no se limita a la misma.

[0039] En un aspecto, la presente invencion se refiere a la composiciéon farmacéutica para inhibir la proliferacién y
metéastasis del cancer, en la que la composicién incluye clorfenesina o carbamato de clorfenesina y opcionalmente
cloroquina o cloropirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas como principio activo.

[0040] La clorfenesina esta representada por la siguiente formula quimica 1, la cloroquina esta representada por la
siguiente férmula quimica 2 y la cloropirazina esta representada por la iguiente formula quimica 3:

[Férmula Quimica 1]
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{Férmula Quimica 2]

[0041] En una realizacién, la clorfenesina puede ser carbamato de clorfenesina representado por la siguiente Férmula
10 quimica 4:

[Formula Quimica 4]
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[0042] En una realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede incluir clorfenesina y
cloroquina, clorfenesina y cloropirazina, o clorfenesina, cloroquina y clorfenesina, o una sal farmacéuticamente
aceptable de las mismas como principio activo. La composicién farmacéutica incluye preferiblemente clorfenesina y
cloroquina, o clorfenesina y cloropirazina porque tienen un efecto de inhibicion sinérgica de la metastasis y la invasién.

[0043] En una realizacidn, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede incluir de 5 a 500 UM de
clorfenesina, de 0,5 a 25 UM de cloroquina o de 1 a 100 uM de cloropirazina. La composicién farmacéutica puede
incluir 5 uM de clorfenesina (concentracién fija) y de 0,5 a 25 uyM de cloroquina cuando se incluyen clorfenesina y
cloroquina en combinacién. La composicion farmacéutica puede incluir 5 uM de clorfenesina (concentraciédn fija) y de
25 a 50 UM de cloropirazina cuando se incluyen clorfenesina y cloropirazina en combinacién. En un ejemplo de la
presente invencién, inhibe la migracién e invasion de células cancerosas sin citotoxicidad significativa en el intervalo
de concentracién descrito anteriormente.

[0044] La clorfenesina de la presente invencién puede inhibir Gnicamente la proliferacién y la metastasis de células
cancerosas, no la muerte de células cancerosas, a una concentracién baja de 0,1 uM a 10 mM. Por ejemplo, las
composiciones de la presente invencién pueden incluir clorfenesina que tenga una concentracién baja que varia de 1
MM a 1 mM. En el caso de la clorfenesina a una concentracién inferior a 1 uM, el efecto inhibidor de la proliferacion y
la metéstasis del cancer se reduce en comparacién con 1 uM, y puede exhibir citotoxicidad a concentraciones
superiores a 1 mM, en particular, 10 mM o mas.

[0045] El cancer puede ser cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares. Una realizacion de la
presente invencion confirmé el efecto inhibidor de la metéstasis y la invasidén de células cancerosas de clorfenesina,
cloroquina y cloropirazina solas, y el efecto inhibidor de la metastasis y la invasidén de células cancerosas mediante un
tratamiento de combinacién de acuerdo con la combinacién de las mismas para la linea celular de carcinoma de colon
derivada de ratén CT26, la linea celular de carcinoma colorrectal derivada de humano HCT116, la linea celular de
carcinoma de colon derivada de humano SWA480, la linea celular de carcinoma pancreético derivada de humano Panc-
1, la linea celular de cancer pancreatico derivada de humano Aspc-1, la linea celular de cancer pancreético derivada
de humano MIAPaCAZ2, la linea celular de carcinoma de vesicula biliar derivada de humano SNU308 y la linea celular
de colangiocarcinoma intrahepético derivada de humano SNU1079.

[0046] En un aspecto, la presente invencidén se refiere al adyuvante contra el cancer que incluye clorfenesina o
carbamato de clorfenesina en combinacién con cloroquina o cloropirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de
las mismas como principio activo.

[0047] En una realizacién, la clorfenesina de la presente invencién puede inhibir Unicamente la proliferacién y la
metéastasis de células cancerosas, no la muerte de células cancerosas, a una concentracién baja de modo que se
puede minimizar la citotoxicidad cuando se administra conjuntamente con un farmaco contra el céncer que tiene
citotoxicidad. Por ejemplo, las composiciones de la presente invencién pueden incluir clorfenesina que tiene una
concentracién baja que varia de 1 pM a 1 mM. En el caso de la clorfenesina a una concentracién de menos de 1 UM,
no existe el efecto inhibidor de la proliferaciéon y la metastasis del cancer, y la citotoxicidad se puede exhibir a
concentraciones superiores a 1 mM, particularmente, 10 mM o mas.

[0048] En una realizacidn, se pueden incluir clorfenesina y cloroquina, o clorfenesina y cloropirazina como principios
activos. En una realizacion de la presente invencién, se confirma que el tamafio del tumor y la metastasis inducida por
la linea celular de carcinoma de colon derivada de ratén CT26 se inhiben significativamente mediante el tratamiento
de combinacién de clorfenesina y un agente contra el cancer.

[0049] Entre los ejemplos de agentes contra el cancer que pueden incluirse en la composicién farmacéutica de la
presente invencidén se incluyen agentes alquilantes de ADN, tales como mecloetamina, clorambucilo, fenilalanina,
mostaza, ciclofosfamida, ifosfamida, carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), estreptozotocina, busulfan, tiotepa,
cisplatino y carboplatino; antibiéticos contra el céncer, tales como dactinomicina (actinomicina D), doxorrubicina
(adriamicina), daunorrubicina, idarrubicina, mitoxantrona, plicamicina, mitomicina C y bleomicina; y alcaloides
vegetales, tales como vincristina, vinblastina, paclitaxel, docetaxel, etopésido, tenipbdsido, topotecan e iridotecéan, pero
no se limitan a los mismos.

[0050] El término "alimento funcional para la salud", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
alimento preparado y procesado en forma de comprimidos, capsulas, polvos, granulos, liquidos y pildoras utilizando
materias primas y componentes que tienen funciones Utiles en el cuerpo humano. En este documento, "funcional”
significa obtener efectos beneficiosos para la salud, tales como controlar los nutrientes o la accién fisiolégica para la
estructura y funcién del cuerpo humano.

[0051] En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién para su uso en un procedimiento para tratar
el cancer colorrectal, el cancer de péancreas o el cancer de las vias biliares, en el que el procedimiento incluye
administrar clorfenesina o carbamato de clorfenesina, opcionalmente en combinacién con cloroquina o cloropirazina,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas, a un sujeto que tiene cancer en una cantidad
farmacéuticamente eficaz.
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[0052] En una realizacién, se pueden administrar clorfenesina y cloroquina, clorfenesina y cloropirazina, o clorfenesina,
cloroquina y clorpirazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas. La clorfenesina y la cloroquina, o la
clorfenesina y la cloropirazina, se pueden administrar en combinacién porque tienen un efecto sinérgico contra el
cancer.

[0053] En una realizacién, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede incluir de 5 a 500 UM de
clorfenesina, de 0,5 a 25 UM de cloroquina o de 1 a 100 uM de cloropirazina. La composicién farmacéutica puede
incluir 5 uM de clorfenesina (concentracién fija) y de 0,5 a 25 uyM de cloroquina cuando se incluyen clorfenesina y
cloroquina en combinacién. La composicion farmacéutica puede incluir 5 uM de clorfenesina (concentraciédn fija) y de
25 a 50 UM de cloropirazina cuando se incluyen clorfenesina y cloropirazina en combinacién. En un ejemplo de la
presente invencién, inhibe la migracién e invasion de células cancerosas sin citotoxicidad significativa en el intervalo
de concentracidn descrito anteriormente.

[0054] El cancer a tratar es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares.

[0055] En un aspecto, la presente invencién se refiere a un uso de clorfenesina o carbamato de clorfenesina
opcionalmente en combinacién con cloroquina o cloropirazina, sal farmacéuticamente aceptable de las mismas, para
preparar una composicién farmacéutica para prevenir o tratar el cancer.

[0056] La presente invencién se describe con mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos. Sin embargo, los
siguientes Ejemplos tienen Unicamente el propésito de ilustrar la presente invencién, y por lo tanto la presente
invencién no se limita a los mismos.

Ejemplo 1. Confirmacién del efecto contra el cancer y del efecto inhibidor de la metastasis en el cancer
colorrectal

1-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular
1-1-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante una sola administracién

[0057] Para confirmar el efecto de la clorfenesina (denominada OC-201), la cloroquina (denominada OC-202) y la
cloropirazina (denominada OC-203) solas sobre la tasa de supervivencia de las células de cancer colorrectal, se evalud
la tasa de supervivencia celular para las lineas celulares de cancer colorrectal CT26, HCT116 y SW480 mediante el
ensayo MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de céncer colorrectal se
inoculé en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 10 3 células por pocillo y se traté previamente con 0 uM
(control: tratamiento con DMSO), 10 uyM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 250 uM, 500 uM y 1 mM de clorfenesina (OC-201),
cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203) durante 24 horas, 48 horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas
celulares pretratadas se incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4 horas. A continuacién, se extrajo el medio y se
afladieron 150 yL de la solucidn de solubilizacién y la solucién de parada, seguido de una incubacién a 30 °C durante
4 horas. La absorbancia de la solucién de reaccién se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calculé
utilizando la siguiente ecuacién 1.

[Ecuacién 1]

Tasa de supervivencia celular = absorbancia del grupo experimental (a 570 nm) / absorbancia del control (a 570 nm)
x 100 (%)

[0058] Como resultado, se confirmé que cuando OC-201 era superior a 500 yM y OC-202 era superior a 10 UM,
mostraban toxicidad, y OC-203 no debia ser téxico a 100 uM o menos tal como se muestra en las figuras 1 a 3.

1-1-2. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante la administracién de combinacién

[0059] Para confirmar la tasa de supervivencia celular de las células de cancer colorrectal mediante el tratamiento de
combinacién de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203), se evalu6 la tasa de
supervivencia celular para las lineas celulares de cancer colorrectal CT26, HCT116 y SW480 mediante el ensayo MTT
(Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de cancer colorrectal se inoculé en una
placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 103 células por pocillo y se traté previamente con control (tratamiento con
DMSO), clorfenesina (5 uM), clorfenesina y cloroquina (5 pM + 500 nM, 5 UM + 1 uM, S pM + 5 UM, 5 uM + 10 uM, 5
MM + 25 uM y 5 uM + 50 uM), clorfenesina y cloropirazina (5 uM + 1 uM, 5 uyM + 5 M, 5 pM + 10 uM, 5 pM + 25 UM,
5uM + 50 pM y 5 uM + 100 pM) durante 24 horas, 48 horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas celulares
pretratadas se incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4 horas. A continuacién, se extrajo el medio y se afiadieron
150 pL de la solucién de solubilizacién y la solucién de parada, seguido de una incubacién a 30 °C durante 4 horas.
La absorbancia de la solucién de reaccién se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calculé utilizando la
ecuacién 1 anterior.
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[0060] Como resultado, cuando se utilizé clorfenesina 5 yM en combinacién con cloroquina a 25 pM o més, fue tdxica
para el cancer colorrectal (Figura 4). Cuando se utilizé clorfenesina a 5 yM en combinacién con cloropirazina a 100
MM o menos, no fue téxica para el cancer colorrectal (Figura 5).

1-2. Confirmacién de la migracién celular

1-2-1. Ensayo de migracién

1-2-1-1. Administracién Unica de clorfenesina

[0061] La metéstasis de células cancerosas debe basarse en la motilidad celular. Por lo tanto, la movilidad de las
lineas celulares de cancer colorrectal SW480, HCT116 y CT26 de acuerdo con la concentracién de tratamiento de
clorfenesina (OC-201) se confirmd mediante el ensayo de migracién. Especificamente, las lineas celulares de cancer
colorrectal CT26, HCT116 y SW480 se suspendieron en RPMI sin suero y se agregaron a 1 x 10° células/pocillo en la
camara superior de una camara Transwell de 24 pocillos con una membrana de policarbonato (tamafio de poro de 8,0
pm, Costar). Se colocé laminina (10 ug/ml) en el pocillo inferior y cada célula se tratd con clorfenesina (OC-201)a 0
MM (tratamiento de control con DMSO), 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 pM, 100 pM, 250 M, 500 pM, 1 mM y 2 mM,
respectivamente. Las células se cultivaron durante 18 horas en una incubadora de CO, a 37 °C y se dejé que migraran.
A continuacién, las células se fijaron con alcohol metilico al 70 % en PBS durante 30 minutos y se lavaron tres veces
con PBS. Las células se tifieron con hematoxilina (Sigma) durante 10 minutos y se lavaron con agua destilada. Las
células no migradas se eliminaron de la superficie superior de la membrana con un hisopo de algodén. Las membranas
se extrajeron de la camara y se fijaron con Gel Mount (Biomeda, Foster City, CA, EE. UU.). Las células migradas
(células adheridas a la superficie inferior de la membrana) se contaron en un endoscopio seleccionado al azar en un
campo de alta potencia (x20).

[0062] Como resultado, cuando la linea celular SW480 se traté con clorfenesina (OC-201) a 25 uM o més, su migracién
celular se redujo significativamente (Figuras 6 y 7). Ademas, en la linea celular HCT116, la migracién celular disminuy6
cuando se tratd con clorfenesina (OC-201), especialmente cuando se tratdé a 250 uM o mas (Figuras 8 y 9). Ademas,
en la linea celular CT26, la migracién celular disminuy6 cuando se tratd con clorfenesina (OC-201), especialmente
cuando se traté a 250 yM o més (Figuras 10y 11).

1-2-1-2. Administracién de combinacién

[0063] Se observé el grado de migracidn de las lineas celulares de céancer colorrectal CT26, HCT116 y SW480 cuando
se trataron con clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203) solas y se trataron con
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién. Especificamente, las lineas celulares de cancer colorrectal
CT26, HCT116 o SW480 se trataron con un control (tratamiento con DMSO), clorfenesina (5 puM), cloroquina (5 UM,
10 UM o 25 yM), cloropirazina (25 UM o 50 pM), clorfenesina y cloroquina (5 uM + 5 uM, 5 pM + 10 pM, 5 UM + 25
MM), y clorfenesina y cloropirazina (5 uM + 25 pM, 5 yM + 50 uM), y a continuacién se confirmé el grado de migracion
celular de la misma manera que en los Ejemplos anteriores. Ademés, se calculé el efecto sinérgico del tratamiento de
combinacién mediante el indice de combinacién (IC) segln la concentracién del tratamiento de combinacién de
clorfenesina y cloroquina o cloropirazina utilizando el software Compusyn.

[0064] Como resultado, la migracién de todas las lineas celulares de céancer colorrectal CT26, HCT116 y SW480
disminuy6 cuando se trataron con clorfenesina y cloroquina o clorfenesina y cloropirazina en combinacién que cuando
se trataron con cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203) solas, respectivamente (Figuras 12 a 17). Ademés, se
demostré una accién sinérgica cuando se combind clorfenesina con cloroquina o cloropirazina. En particular, cuando
se utilizaron clorfenesina y cloroquina en combinacién, la accién sinérgica se exhibié en todas las lineas celulares
(Figuras 18 a 20).

1-2-2. Ensayo de cicatrizacién de heridas

1-2-2-1. Administracién Unica de clorfenesina

[0065] La metastasis de células cancerosas debe basarse en la motilidad celular. Por lo tanto, el grado de migracién
de la linea celular de céncer colorrectal HCT116 segln el tratamiento con clorfenesina (OC-201) sola se confirmé
mediante el ensayo de cicatrizacién de heridas. Especificamente, la linea celular de cancer colorrectal HCT116 se
afiadié a RPMI suplementado con 10 % FBS. Después de 24 horas, las células se inocularon en una placa de cultivo
de tejido de 24 pocillos a la concentracién en la que se alcanz6 una confluencia del 70 % al 80 % mediante una
monocapa. Se aplicé un raspado cuidadoso y lento a la monocapa con una nueva punta de pipeta amarilla de 200 pl
a través del centro del pocillo. La distancia de separacién resultante fue igual al didmetro exterior de las puntas.
Después del raspado, la placa se lavé cuidadosamente dos veces con medio para extraer las células separadas.
Posteriormente, las células fueron tratadas con clorfenesina a 0 pM (DMSO), 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 puM, 250 uM,
500 pM o 1 mM, respectivamente. Después de incubarlas durante O horas, 8 horas y 24 horas, las células fueron
observadas con un microscopio y los resultados se representaron en gréficas.
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[0066] Como resultado, cuando se traté con clorfenesina a 25 uM o mas, la migracién de células de cancer colorrectal
disminuyé (Figuras 21 a 23).

1-2-2-2. Administracién de combinacién

[0067] Se confirmé el grado de migracion de la linea celular de cancer colorrectal HCT116 segun el tratamiento Unico
con cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203) y el tratamiento de combinacién con clorfenesina (OC-201) y
cloroquina (OC-202) o cloropirazina (OC-203). Especificamente, la linea celular de cancer colorrectal HCT116 se
afiadié a RPMI suplementado con 10 % FBS. Después de 24 horas, las células se inocularon en una placa de cultivo
de tejido de 24 pocillos a la concentracién en la que se alcanz6 una confluencia del 70 % al 80 % mediante una
monocapa. Se aplicé un raspado cuidadoso y lento a la monocapa con una nueva punta de pipeta amarilla de 200 pl
a través del centro del pocillo. La distancia de separacién resultante fue igual al didmetro exterior de las puntas.
Después del raspado, la placa se lavé cuidadosamente dos veces con medio para extraer las células separadas.
Posteriormente, las células se trataron con cloroquina sola (5 pM, 10 uM o 25 pM), cloropirazina sola (25 uM o 50 uM),
clorfenesina y cloroquina en combinacién (5 pM + 5 uM, 5 ugM + 10 uM, 5 uM + 25 pM), y clorfenesina y cloropirazina
en combinacién (5 pM + 25 pM, 5 pM + 50 pM). Después de incubarlas durante O horas, 8 horas y 24 horas, se
confirmé el grado de migracién celular de la misma manera que en el Ejemplo 1-2-2-1.

[0068] Como resultado, la migracion de células de cancer colorrectal disminuy6 cuando se traté con clorfenesina y
cloroquina (OC-202) o cloropirazina (OC-203) en comparacién con cuando se traté con cloroquina (OC-202) o
cloropirazina (OC-203) sola, respectivamente (Figuras 24 a 26).

1-3. Ensayo de crecimiento independiente del anclaje

1-3-1. Administracién Unica de clorfenesina

[0069] El crecimiento independiente del anclaje es una propiedad critica que distingue a las células normales de las
células cancerosas. Requiere anclaje cuando proliferan las células normales, pero las células cancerosas pueden
sobrevivir y multiplicarse sin anclaje. En otras palabras, las células normales pueden no proliferar a menos que se
adhieran a la placa de cultivo, pero las células cancerosas pueden proliferar en un estado flotante sin anclaje celular
como un agar blando. Estas propiedades se utilizan para confirmar su crecimiento independiente del anclaje a través
del ensayo de formacién de colonias en agar blando. En primer lugar, se realizd un ensayo de formacién de colonias
para confirmar el crecimiento independiente del anclaje de las lineas celulares de cancer colorrectal a través de la
administracién Unica de clorfenesina. Especificamente, se mezclaron 3.000 lineas celulares de cancer colorrectal
HCT116 con un agar blando y la mezcla se dividié en placas de 6 pocillos y a continuacién se traté con clorfenesina a
0 UM (DMSO), 5 uM, 10 UM, 25 pM, 50 M, 100 uM, 250 pM, 500 pM, 1 mM o 2 mM, respectivamente. Posteriormente,
se suplementd con clorfenesina cada vez que se reemplazé el medio de cultivo celular. Después de 3 semanas, se
observaron las células.

[0070] Como resultado, tal como se muestra en la Figura 27, cuando se utilizé clorfenesina a 250 pM o mas, la
capacidad de formacién de colonias disminuyé.

1-3-2. Administracién de combinacién

[0071] Para confirmar si la administracién de combinacién de clorfenesina y cloroquina (OC-202) o cloropirazina (OC-
203) inhibe el crecimiento independiente del anclaje de lineas celulares de cancer colorrectal en comparacién con la
administracién Unica tal como se describié anteriormente, las lineas celulares de céncer colorrectal HCT116 y CT26
se trataron con clorfenesina (5 pM), cloroquina (10 uM o 25 pM), cloropirazina (10 uM), clorfenesina y cloroquina (5
MM + 10 uM o 5 pM + 25 pM), clorfenesina y cloropirazina (5 pM + 10 pM, 5 pM + 25 uM 0 5 pM + 50 pM), y se realizd
el ensayo de formacién de colonias.

[0072] Como resultado, la formacién de colonias disminuyd cuando se utilizaron clorfenesina y cloroquina en
combinacién que cuando se trataron con cloroquina o cloropirazina solas, respectivamente (Figuras 28 y 29).

Ejemplo 2. Confirmacién del efecto sobre el cancer de pancreas

2-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular

2-1-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante una sola administracién

[0073] Para confirmar el efecto de la administracién Unica de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y

cloropirazina (OC-203), respectivamente, sobre la tasa de supervivencia de las células de cancer de pancreas, se

evalué la tasa de supervivencia celular para las lineas celulares de cancer de pancreas Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1

mediante el ensayo MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de cancer de

pancreas se inoculd en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 103 células por pocillo y se traté previamente

con 0 gM (control: tratamiento con DMSO), 5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 250 pM, 500 pM y 1 mM (1000 uM)
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de clorfenesina (OC-201), 0 uM (control: tratamiento con DMSO), 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 uM y 100 pM
de cloroquina (OC-202) y 0 uM (control: tratamiento con DMSO), 1 uM, 5 pM, 10 pM, 25 pM, 50 pM y 100 pM de
cloropirazina (OC-203) durante 24 horas, 48 horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas celulares pretratadas se
incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4 horas. A continuacién, se retiré el medio y se afladieron 150 pL de la solucién
de solubilizacién y la solucidén de parada, seguido de una incubacién a 30°C durante 4 horas. La absorbancia de la
solucién de reaccién se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calculd utilizando la ecuacién 1, tal como
se describid anteriormente.

[0074] Como resultado, tal como se muestra en las Figuras 30 a 32, el grupo de administracién Unica de clorfenesina
y cloropirazina no mostré citotoxicidad incluso en dosis altas, pero la cloroquina mostré citotoxicidad en
concentraciones de 50 pM o mas.

2-1-2. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante la administracién de combinacién

[0075] Para confirmar la tasa de supervivencia de células de cancer de pancreas mediante el tratamiento de
combinacién de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203), se evalu6 la tasa de
supervivencia celular para las lineas celulares de cancer de pancreas Aspc-1, MIAPaCA2 y Panc-1 mediante el ensayo
MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de cancer de pancreas se inoculd
en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 103 células por pocillo y se tratd previamente con control (tratamiento
con DMSO), clorfenesina (5 uM), clorfenesina y cloroquina (tratamiento de combinacién con 5 uM de clorfenesina y 1
MM, 5 uM, 10 pM, 25 uM o 50 pPM de cloroquina, respectivamente, tratamiento de combinacién con 0,5 UM de
cloroquinay 1 pM, 5 pM, 10 uM, 25 pM o 50 pM de clorfenesina, respectivamente, tratamiento de combinacién con 1
MM de cloroquina y 1 UM, 5 uM, 10 pM, 25 UM o 50 uM de clorfenesina, respectivamente o tratamiento de combinacién
con 5 yM de cloroquina y 1 pM, 5 pM, 10 pM, 25 pM o 50 pM de clorfenesina, respectivamente) o clorfenesina y
cloropirazina (tratamiento de combinacién con 5 UM de clorfenesina y 1 UM, 5 pM, 10 uM, 25 pM o 50 uM de
cloropirazina, respectivamente) durante 24 horas, 48 horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas celulares
pretratadas se incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4 horas. A continuacién, se retiré el medio y se afiadieron 150
ML de la solucidén de solubilizacién y la solucién de parada, seguido de una incubacién a 30 °C durante 4 horas. La
absorbancia de la solucién de reaccién se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calculé utilizando la
ecuacién 1 anterior.

[0076] Como resultado, cuando se traté de 1 pM a 50 uM de cloroquina en combinaciéon con 5 M de clorfenesina
(Figura 33), cuando se traté de 1 uM a 50 pM de clorfenesina en combinacién con 0,5 uyM de cloroquina (Figura 34),
se traté de 1 pM a 50 UM de clorfenesina en combinacién con 1 UM de cloroquina (Figura 35), cuando se trat6 de 1
MM a 50 uM de clorfenesina en combinacién con 5 UM de cloroquina (Figura 36), no se observé citotoxicidad
significativa en la linea celular de cancer de pancreas durante 72 horas. Cuando se traté 5 uM de clorfenesina en
combinacién con 1 uM a 25 uM de cloropirazina (Figura 37), no se observoé citotoxicidad significativa en la linea celular
de cancer de pancreas durante 24 horas.

2-2. Ensayo de migracién celular

2-2-1. Comparacién entre la administracién Unica y el tratamiento de combinacién

[0077] El grado de migracion de las lineas celulares de cancer de pancreas Panc-1y Aspc-1 se confirmé de la misma
manera en el Ejemplo 1-2-1 cuando se trataron con clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-
203) solas y se trataron con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién. Especificamente, las lineas
celulares de céncer de pancreas Panc-1y Aspc-1 se trataron con un control (tratamiento con DMSO), clorfenesina (5
HM), cloroquina (5 M, 10 M o 25 pM), cloropirazina (25 pM o 50 pM), clorfenesina y cloroquina (5 uM + 5 pM, 5 pM
+ 10 pM, 5 pM + 25 pM), y clorfenesina y cloropirazina (5 pM + 25 yM, 5 pM + 50 uM), y a continuacién se confirmé
el grado de migracién celular de la misma manera que en el Ejemplo 1-2-1 anterior. Ademas, se calculé el efecto
sinérgico del tratamiento de combinacién mediante el indice de combinacién (IC) segun el tratamiento de la
concentracién combinada de clorfenesina y cloroquina o cloropirazina utilizando el software Compusyn.

[0078] Como resultado, la migracidén de células Panc-1 disminuy6 en los grupos a los que se les administré una sola
vez clorfenesina, cloroquina y cloropirazina (Figuras 38 y 39), y en el grupo tratado con 5 pM de clorfenesina y 10 pM
de cloroquina, y 5 uyM de clorfenesina y 25 uM o mas de cloropirazina, se observé un efecto sinérgico (Figura 39).
Ademas, la migracién de células en la linea celular Aspc-1 también disminuy6 en los grupos de administracién Unica
de clorfenesina, cloroquina y cloropirazina (Figuras 40 y 41), y se observd un efecto sinérgico en la disminucién de la
migracién celular en todos los grupos tratados con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacion (Figura
41).

2-3. Ensayo de invasién

[0079] Para confirmar si la clorfenesina (OC-201), la cloroquina (OC-202) y la cloropirazina (OC-203) de la presente
invencién inhiben las caracteristicas de las células cancerosas que perforan la membrana delgada que rodea los

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2996 732 T3

tejidos de la célula o degradan la matriz extracelular que llena el espacio intercelular para invadir y hacer metastasis
en otras partes, se realizd el ensayo de invasién utilizando matrigel que simula la matriz extracelular.

[0080] Especificamente, las lineas celulares de cancer de pancreas Panc-1 y MIACaPa2 se suspendieron en RPMI
sin suero y se agregaron a 1 x 10° células /pocillo en la camara superior de una camara transwell de 24 pocillos con
una membrana de policarbonato (tamafio de poro de 8,0 um, Costar). Se coloc6 Matrigel (10 pg/ml) en el pocillo inferior
y cada célula se traté con control (tratamiento con DMSO), clorfenesina (5 pM), cloroquina (5 uM, 10 M o 25 pM),
cloropirazina (25 pM o 50 pM), clorfenesina y cloroquina (5 ugM + 5 pM, 5 uM + 10 pM, 5 uM + 25 uM), y clorfenesina
y cloropirazina (5 uM + 25 uM, 5 uM + 50 pM), respectivamente. A continuacidn, las células se cultivaron durante 18
horas en una incubadora de CO, a 37 °C. A continuacioén, las células se fijaron con alcohol metilico al 70 % en PBS
durante 30 minutos y se lavaron tres veces con PBS. Las células se tifieron con hematoxilina (Sigma) durante 10
minutos y se lavaron con agua destilada. Las células no migradas se eliminaron de la superficie superior de la
membrana con un hisopo de algodén. Las membranas se extrajeron de la cdmara y se fijaron con Gel Mount (Biomeda,
Foster City, CA, EE. UU.). Las células migradas (células adheridas a la superficie inferior de la membrana) se contaron
en un endoscopio seleccionado al azar en un campo de alta potencia (x20). Ademas, el efecto sinérgico del tratamiento
de combinacidn se calculé mediante el indice de combinacién (IC) de acuerdo con la concentracién del tratamiento de
combinacién de clorfenesina y cloroquina o cloropirazina utilizando el software Compusyn.

[0081] Como resultado, la invasion de Panc-1 y MIACaPa2 se inhibié en los grupos de administracién Unica de
clorfenesina, cloroquina y cloropirazina, tal como se muestra en las Figuras 42 y 44. En ambas lineas celulares de
cancer de pancreas, se demostraron efectos sinérgicos del tratamiento de combinacién con clorfenesina y cloroquina
o cloropirazina (Figuras 43 y 45).

Ejemplo 3. Confirmacidon del efecto sobre el cancer de vias biliares

3-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular

3-1-1. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante una sola administracién

[0082] Para confirmar el efecto de la administracién Unica de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y
cloropirazina (OC-203), respectivamente, sobre la tasa de supervivencia de las células de cancer de las vias biliares,
se evalué la tasa de supervivencia celular para las lineas de células de cancer de las vias biliares SNU1079 y SNU308
mediante el ensayo MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de cancer de
las vias biliares se inoculé en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 103 células por pocillo y se traté
previamente con 0 uM (control: tratamiento con DMSO), 5 pM, 10 uM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 250 uM, 500 pM y 1
mM (1000 uM) de clorfenesina (OC-201), 0 UM (control: tratamiento con DMSO), 1 uM, 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 uM y
100 uM de cloroquina (OC-202) y 0 uM (control: tratamiento con DMSO), 1 M, 5 pM, 10 uM, 25 uM, 50 pM y 100 pM
de cloropirazina (OC-203) durante 24 horas, 48 horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas celulares pretratadas
se incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4 horas. A continuacién, se retird el medio y se afiadieron 150 pL de la
solucién de solubilizacién y la solucién de parada, seguido de una incubacién a 30°C durante 4 horas. La absorbancia
de la solucién de reaccidén se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calculé utilizando la ecuacién 1, tal
como se describié anteriormente.

[0083] Como resultado, tal como se muestra en las Figuras 46 a 48, la clorfenesina mostré una citotoxicidad aparente
a 1 mM o mas después de 48 horas, SNU1079 tratada con cloroquina mostré citotoxicidad a una concentracién de 50
MM o mas durante 24 horas y de 25 uM o més después de 48 horas, y la linea celular SNU 308 mostré citotoxicidad a
una concentracidén de 50 UM o més después de 48 horas. El grupo Unico de cloropirazina no mostré citotoxicidad ni a
dosis altas.

3-1-2. Confirmacién de la tasa de supervivencia celular mediante la administracién de combinacién

[0084] Para confirmar la tasa de supervivencia de células de céncer de las vias biliares mediante el tratamiento de
combinacién de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y cloropirazina (OC-203), se evalu6 la tasa de
supervivencia celular para las lineas de células de cancer de las vias biliares SNU1079 y SNU308 mediante el ensayo
MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Cada linea celular de cancer de las vias biliares se
inoculé en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 103 células por pocillo y se traté previamente con control
(tratamiento con DMSOQO), clorfenesina (OC-201) (5 pM), clorfenesina y cloroquina (OC-202) en combinacién
(tratamiento de combinacién con 5 yM de clorfenesina y 1 yM, 5 pM, 10 pM, 25 UM o 50 uM de cloroquina,
respectivamente), o clorfenesina y cloropirazina (OC-203) en combinacién (tratamiento de combinacién con 5 uyM de
clorfenesinay 1 uM, 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 uM o 100 UM de cloropirazina, respectivamente) durante 24 horas, 48
horas y 72 horas, respectivamente. Las lineas celulares pretratadas se incubaron con 5 mg/ml de MTT durante 4
horas. A continuacion, se retiré el medio y se afiadieron 150 uL de la solucién de solubilizacién y la solucién de parada,
seguido de una incubacién a 30°C durante 4 horas. La absorbancia de la solucién de reaccién se midié a 570 nm. La
tasa de supervivencia celular se calculé utilizando la ecuacién 1 anterior.
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[0085] Como resultado, se observé citotoxicidad en la linea celular de cancer de las vias biliares cuando se combinaron
5 uM de clorfenesina y 50 uM o mas de cloroquina (Figura 49) y cuando se combinaron 5 uM de clorfenesina y 100
MM de cloropirazina (Figura 50).

3-2. Confirmacién de la migracién celular

3-2-1. Administracién Unica de clorfenesina

[0086] La movilidad de la linea celular de cancer de las vias biliares SNU1079 de acuerdo con la concentraciéon de
tratamiento de clorfenesina (OC-201) se confirmé mediante el ensayo de migracién. Especificamente, la linea celular
de céancer de las vias biliares SNU1079 se suspendié en RPMI sin suero y se agregd a 1 x 10° células/pocillo en la
camara superior de una camara Transwell de 24 pocillos con una membrana de policarbonato (tamafio de poro de 8,0
pm, Costar). Se colocd laminina (10 pg/ml) en el pocillo inferior y las células se trataron con 5 pM, 10 pM, 25 UM, 50
MM, 100 pM, 250 pM, 500 pM, 1 mM o 2 mM de clorfenesina. A continuacién, las células se cultivaron durante 18
horas en una incubadora de CO, a 37 °C. A continuacién, las células se fijaron con alcohol metilico al 70 % en PBS
durante 30 minutos y se lavaron tres veces con PBS. Las células se tifieron con hematoxilina (Sigma) durante 10
minutos y se lavaron con agua destilada. Las células no migradas se eliminaron de la superficie superior de la
membrana con un hisopo de algodén. Las membranas se extrajeron de la cdmara y se fijaron con Gel Mount (Biomeda,
Foster City, CA, EE. UU.). Las células migradas (células adheridas a la superficie inferior de la membrana) se contaron
en un endoscopio seleccionado al azar en un campo de alta potencia (x20).

[0087] Como resultado, la migracion de las células de cancer de las vias biliares tratadas con 25 uM o més de
clorfenesina disminuyé y, en particular, la disminucidén de la migracién celular fue notable en concentraciones de 100
MM o mas (Figuras 51y 52).

3-2-2. Administracién de combinacién

[0088] La movilidad de la linea celular de cancer de las vias biliares SNU1079 se confirmé mediante el ensayo de
migracién cuando las células se trataron con clorfenesina y cloroquina o cloropirazina en combinacién. La linea celular
de cancer de las vias biliares SNU1079 se traté con control (DMSO), clorfenesina (5 uM), cloroquina (5 pM, 10 uM o
25 yM), cloropirazina (25 uM o 50 pM), clorfenesina y cloroquina (5 pM + 5 pM, 5 uM + 10 pM, 5 M + 25 uM), y
clorfenesina y cloropirazina (5 uM + 25 pM, 5 pM + 50 yM). A continuacién, se confirmé el grado de migracién celular
de la misma manera que en el Ejemplo 3-2-1. Ademas, se calculé el efecto sinérgico del tratamiento de combinacién
utilizando el indice de Combinacién (IC) segln la concentracién del tratamiento de combinacién de clorfenesina y
cloroquina o cloropirazina utilizando el software Compusyn.

[0089] Como resultado, la inhibicién de la migracion de células de cancer de las vias biliares aumenté sinérgicamente
(efecto de sinergia) cuando se traté con 5 pM de clorfenesina y 5 yM o 10 pM de cloroquina en combinacién (Figuras
53y 54).

3-3. Ensayo de invasién

[0090] Para confirmar si el tratamiento Unico o de combinacién de clorfenesina (OC-201), cloroquina (OC-202) y
cloropirazina (OC-203) de la presente invencién inhibe las caracteristicas de las células cancerosas que invaden y
hacen metéastasis en otras partes, la linea celular de cancer de las vias biliares SNU1079 se traté con control (DMSO),
clorfenesina (5 uM), cloroquina (5 pM, 10 uM o 25 uM), cloropirazina (25 uM o 50 pM), clorfenesina y cloroquina (5
MM + 5 uM, 5 pM + 10 pM, 5 uM + 25 uM), y clorfenesina y cloropirazina (5 pM + 25 uM, 5 uM + 50 pM), y el ensayo
de invasién se realizé de la manera descrita en el Ejemplo 2-3. Ademas, el efecto sinérgico del tratamiento de
combinacién se calculé utilizando el indice de Combinacién (IC) de acuerdo con la concentracién del tratamiento de
combinacién de clorfenesina y cloroquina o cloropirazina utilizando el software Compusyn.

[0091] Como resultado, se confirmé que la invasién de células cancerosas del tracto biliar se inhibié tal como se
muestra en la Figura 55, y en particular, cuando se utilizaron clorfenesina y cloroquina en combinacion, se demostrd
el efecto sinérgico (Figura 56).

Ejemplo 4. Confirmacion del efecto inhibidor de la metastasis del cancer a baja concentracién

[0092] Para determinar la concentracién de clorfenesina no citotéxica, se evalud la tasa de supervivencia celular
mediante un ensayo MTT (Promega, Ltd.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La linea celular CT26 y la linea
celular HCT-116 se inocularon en una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 10° células por pocillo. Después del
pretratamiento o de la ausencia de tratamiento con clorfenesina (100 ppm, 1 M, 10 M, 100 uM, 1 mM y 10 mM), las
células se incubaron con 5 mg/mL de MTT durante 4 horas. A continuacién, se retiré el medio y se afiadieron 150 pyL
de la solucién de solubilizacién y la solucién de parada, seguido de una incubaciéon a 30 °C durante 4 horas. La
absorbancia de la solucién de reaccién se midié a 570 nm. La tasa de supervivencia celular se calcul6 mediante la
ecuacidén 1 anterior. Tal como se muestra en la Figura 57, se confirmé que tanto las células CT26 como las células
HCT-116 no eran citotdxicas en el intervalo de concentracién de 1 utM a 1 mM.
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[0093] Aunque 1 uM de clorfenesina es menor que la concentracién que muestra un efecto de relajacién muscular, no
es citotéxica. Por lo tanto, con el fin de evaluar si la clorfenesina con la concentracién baja que no tiene actividad
contra el cancer ha inhibido los efectos inhibidores de la metastasis de células cancerosas, se realizaron los siguientes
experimentos.

4-1-1. Confirmacién de la inhibicién de la migracién celular

4-1-1-1. Ensayo de migracién

[0094] El ensayo de migracion celular se realizé utilizando una cdmara transwell de 24 pocillos con una membrana de
policarbonato (tamafio de poro de 8,0 um, Costar). Las células de cancer colorrectal CT26 y HCT116 se suspendieron
en RPMI sin suero y se afiadieron a 1 x 10° células/pocillo en la camara superior. Se colocé laminina (10 ug/ml) en el
pocillo inferior y las células se cultivaron durante 8 horas en una incubadora de CO, a 37 °C y se dej6 que migraran.
A continuacién, las células se fijaron con alcohol metilico al 70 % en PBS durante 30 minutos y se lavaron tres veces
con PBS. Las células se tifieron con hematoxilina (Sigma) durante 10 minutos y se lavaron con agua destilada. Las
células no migradas se extrajeron de la superficie superior de la membrana con un hisopo de algodén. Las membranas
se extrajeron de la camara y se fijaron con Gel Mount (Biomeda, Foster City, CA, EE. UU.). Las células migradas
(células adheridas a la superficie inferior de la membrana) se contaron en un endoscopio seleccionado aleatoriamente
en un campo de alta potencia (x20).

[0095] Como resultado, tal como se muestra en la Figura 58, se confirmé que al tratarlas con clorfenesina a baja
concentracion (1 M), la capacidad de invasién y migracion de las células se redujo significativamente en comparacion
con el control.

4-1-1-2. Ensayo de cicatrizacién de heridas

[0096] Se realizé un anélisis de cicatrizacion de heridas para medir la motilidad celular. En primer lugar, se afiadié la
linea celular de cancer colorrectal CT26 a RPMI suplementado con 10 % de FBS. Después de 24 horas, las células
se inocularon en una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos a la concentracién en la que se alcanzé una confluencia
del 70 % al 80 % mediante una monocapa. Se aplicé un raspado cuidadoso y lento a la monocapa con una nueva
punta de pipeta amarilla de 200 pl a través del centro del pocillo. La distancia de separacién resultante fue igual al
diametro exterior de las puntas. Después del raspado, la placa se lavd cuidadosamente dos veces con medio para
extraer las células separadas. Después de la incubacidn de las células durante 24 horas en presencia o ausencia de
clorfenesina (1 uM), se tomé una fotografia de las monocapas tefiidas con un microscopio.

[0097] Como resultado, tal como se muestra en la Figura 59, se confirmé que la movilidad de la linea celular CT26 se
redujo mediante el tratamiento con clorfenesina (1 uM). Este es el resultado de demostrar que afecta la inhibicién de
la metastasis de células cancerosas incluso a una concentracién baja que es incapaz de matar células cancerosas.

4-1-2. Confirmacién de la inhibicién in vivo de la metastasis del cancer

[0098] El efecto inhibidor de la clorfenesina sobre la proliferacion tumoral se confirmé mediante experimentos con
animales. Especificamente, se inocularon subcutaneamente 60 ratones Balb/c una vez con 100 yL de suspensidn de
células CT26 (1 x 107 células /mL) para inducir tumores, produciendo asi un modelo animal de xenoinjerto. Durante 5
semanas a partir de 3 dias después de la inoculacién de las células cancerosas, se administré clorfenesina sola o en
combinacién con fluorouracilo (5' FU), que es un farmaco contra el cancer. En primer lugar, para la administracién
combinada con fluorouracilo, se administré por via abdominal a 11 modelos animales 25 mg/kg de fluorouracilo (5
veces a la semana) y 10 mg/kg de clorfenesina (3 veces a la semana) en combinacién durante 5 semanas. Para la
administracién Unica de clorfenesina, se administré por via abdominal a 10 modelos animales 10 mg/kg de clorfenesina
(3 veces por semana) durante 5 semanas o se administré por via oral a 14 modelos animales 20 mg/kg de clorfenesina
(5 veces por semana) durante 5 semanas. A 14 modelos animales se les administrd la misma dosis de PBS que la
clorfenesina como control negativo. A 14 modelos animales se les administrd 25 mg/kg de fluorouracilo, agente contra
el cancer, solo (5 veces por semana) como control positivo. El peso corporal de los modelos animales se midié una
vez por semana y el tamafio del tumor se midié una vez por semana desde el dia de la administraciéon del farmaco.
Después de 6 semanas, los modelos animales se anestesiaron con éter y se recogieron los tumores y los pulmones.

[0099] Como resultado, tal como se muestra en la Figura 60, se confirmé que el grupo tratado con clorfenesina no
mostré metéstasis de céncer en los pulmones en comparacién con los grupos de control. Ademas, tal como se muestra
en la Figura 61, se confirmé que el grupo tratado con clorfenesina mostré una reduccién del tamafio del tumor en los
animales tratados con clorfenesina a 20 mg/kg en comparacién con los grupos de control. Esto sugiere que la
clorfenesina es un regulador negativo tanto del crecimiento del tumor como del potencial metastasico.

[0100] En esta memoria descriptiva, las realizaciones de ejemplo de la presente invencién se han clasificado en la
primera, segunda y tercera realizaciones de ejemplo y se han descrito para mayor concisién. Sin embargo, las etapas
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o funciones respectivas de una realizacion de ejemplo se pueden combinar con los de otra realizacién de ejemplo para
implementar otra realizacién de ejemplo de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Composicidén farmacéutica para su uso en la prevencion o el tratamiento del cdncer, comprendiendo la composicion
clorfenesina representada por la siguiente Férmula quimica 1, carbamato de clorfenesina representado por la siguiente

5 Férmula quimica 4 o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos como principio activo, en la que el cancer
es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares.

[Farmula Quimica 1]

10
[Férmula Quimica 4]
OH

O o

Cl

2. Composicién farmacéutica para su uso, segln la reivindicacién 1, en la que la composicién incluye 1) clorfenesina
15 o carbamato de clorfenesina y cloroquina; o 2) clorfenesina o carbamato de clorfenesina y cloropirazina como principio
activo.

3. Composicion farmacéutica para su uso, segln la reivindicacién 2, en la que la cloroquina esta representada por la
siguiente Férmula Quimica 2:
20
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{Formula Quimica 2}
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4. Composicién farmacéutica para su uso, segun la reivindicacion 2, en la que la cloropirazina esta representada por

la siguiente Férmula quimica 3:

{Formula Quimica 3]

5. Composicion farmacéutica para su uso en la inhibicién de la proliferacién y metastasis del cancer, comprendiendo
10 la composicién clorfenesina representada por la siguiente Férmula quimica 1, carbamato de clorfenesina representado
por la siguiente Férmula quimica 4 o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos como principio activo, en la

que el cancer es cancer colorrectal, cancer de pancreas o cancer de las vias biliares.

[Formula Quimica 1]
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[Férmula Quimica 4]

QH
Oo. A _O_ _NH,
@/\V/K/WOE/ 2
Ci '

6. Composicién farmacéutica para su uso, segln la reivindicacién 5, en la que la composicién incluye 1) clorfenesina
o carbamato de clorfenesina y cloroquina; o 2) clorfenesina o carbamato de clorfenesina y cloropirazina como principio
5 activo.

7. Adyuvante contra el cancer que incluye 1) clorfenesina representada por la siguiente Férmula quimica 1, carbamato
de clorfenesina representado por la siguiente Férmula quimica 4 o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos, y cloroquina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; o 2) clorfenesina representada por la

10 siguiente Férmula quimica 1, carbamato de clorfenesina representado por la siguiente Férmula quimica 4 o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos y cloropirazina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, como
principio activo.

{Férmula Quimica 1]

15
[Formula Quimica 4]
OH
O O

Ci
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{Flgura 3]
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fFigura 5]
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{Figura 6]
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[Figura 7]
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[Figura 50]
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[Figura 58]
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{Figura 60}
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[Figura 61]

semanas después de la implantacion del tumor

e OC-201 {lorfenesing, CPN} 10 oo 20 {clorfenesing, CPN)} 30

famatio del tumor

¢ § i@ hed &N %
semanas después de la implantacion del tumor

84



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - CLAIMS
	Page 22 - CLAIMS
	Page 23 - CLAIMS
	Page 24 - DRAWINGS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS
	Page 39 - DRAWINGS
	Page 40 - DRAWINGS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS
	Page 44 - DRAWINGS
	Page 45 - DRAWINGS
	Page 46 - DRAWINGS
	Page 47 - DRAWINGS
	Page 48 - DRAWINGS
	Page 49 - DRAWINGS
	Page 50 - DRAWINGS
	Page 51 - DRAWINGS
	Page 52 - DRAWINGS
	Page 53 - DRAWINGS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS
	Page 66 - DRAWINGS
	Page 67 - DRAWINGS
	Page 68 - DRAWINGS
	Page 69 - DRAWINGS
	Page 70 - DRAWINGS
	Page 71 - DRAWINGS
	Page 72 - DRAWINGS
	Page 73 - DRAWINGS
	Page 74 - DRAWINGS
	Page 75 - DRAWINGS
	Page 76 - DRAWINGS
	Page 77 - DRAWINGS
	Page 78 - DRAWINGS
	Page 79 - DRAWINGS
	Page 80 - DRAWINGS
	Page 81 - DRAWINGS
	Page 82 - DRAWINGS
	Page 83 - DRAWINGS
	Page 84 - DRAWINGS

