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DESCRIPCION

Combinaciéon de inhibidores de IL-8 e inhibidores de IL-6/GP-130 para la utilizacién en el tratamiento de metastasis
pulmonares asociadas a osteosarcoma

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un producto o kit para la utilizacién en la prevencién y/o tratamiento de metastasis
pulmonares asociadas a osteosarcoma, en donde el producto o kit comprende: A) un inhibidor de IL-8, y B) por lo
menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130, en donde A) y B) son dos formulaciones separadas
para la utilizacién simultanea, separada o secuencial. La invencién se refiere, ademés, a una composicién
farmacéutica para la utilizacidén en la prevencién y/o tratamiento de metastasis pulmonares asociada a osteosarcoma,
que comprende un inhibidor de IL-8 y excipientes y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, en donde la
composicién farmacéutica comprende, ademas, por lo menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de
gp130.

Antecedentes de la técnica

Los sarcomas de hueso y tejido blando son un grupo de formas raras y heterogéneas de céncer, que en conjunto
representan aproximadamente el 1 % de todas las neoplasias malignas diagnosticadas. Los sarcomas representan un
reto para el médico clinico, ya que son raros y frecuentemente se retrasa el diagnéstico.

Hay méas de cien subtipos morfolégicos diferentes de sarcoma. Los tipos mas comunes de sarcoma 6seo son
osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing y cordoma. Los sarcomas de tejidos blandos se desarrollan a partir
de células de tejidos blandos, incluyendo células de musculo liso (leiomiosarcomas), células adiposas (liposarcomas),
tejido conectivo fibroso (fibrosarcomas), musculos esqueléticos (rabdomiosarcomas), sinovio (sarcomas sinoviales),
vasos sanguineos (angiosarcomas), conductos mamarios (tumores filodes) y nervios (tumores de la vaina nerviosa).

El osteosarcoma (OS) es un neoplasma maligno agresivo que se origina en células primitivas transformadas de origen
mesenquimal (y por lo tanto es un sarcoma) y que muestran diferenciacién osteoblastica y producen osteoides
malignos.

Es la forma histolégica mas comuln de cancer 6seo primario y es mas prevalente en adolescentes y adultos jéovenes.

Una reseccién radical y quirdrgica completa, en bloque, del cancer es el tratamiento de eleccidén en el osteosarcoma.
A pesar de que aproximadamente el 90 % de los pacientes pueden someterse a una cirugia de preservacién de una
extremidad, las complicaciones, particularmente la infeccién, el aflojamiento del prostético y la falta de consolidacién,
o la recurrencia tumoral local pueden llevar a que resulte necesaria una cirugia adicional 0 una amputacion.

La terapia estandar es una combinacién de cirugia ortopédica de preservacidén de extremidad cuando es posible (o
amputacién en algunos casos) y quimioterapia.

El sarcoma de Ewing (SE) es un tumor 6seo altamente agresivo con una incidencia méaxima en la poblacién
adolescente. Tiene una elevada tendencia a metastatizar, lo que estd asociado a tasas de supervivencia muy bajas,
de aproximadamente el 25 % (Satterfield, L. et al, Int. J. Cancer, 141: 2062-2075; 2017; Beverly A. Teicher et al, Ann
Saudi Med., 31(2): 174-182; 2011).

Los miembros de la familia de tumores de sarcoma de Ewing (FTSE) contienen translocaciones asociadas al tumor
que dan lugar a factores de transcripcién oncogénicos, siendo el mas comin EWS/FLI1. EWS/FLI1 desempefia un
papel dominante en la progresidén tumoral, al modular la expresidén de cientos de genes diana. En la presente invencion
se ha investigado el impacto de la inhibicién de EWS/FLI1, mediante inactivacién mediada por ARN inhibidor (ARNi),
en la sefializacion celular utilizando fosforoproteémica basada en espectrometria de masas para cuantificar cambios
globales en la fosforilaciéon. Este enfoque neutro identifica cientos de fosfopeptidos Unicos enriquecidos en procesos
como la regulacién del ciclo celular y la organizacién del citoesqueleto. En particular, el perfilado de fosfotirosina revela
una regulacién positiva elevada de la fosforilacién de STAT3 al inactivarse EWS/FLI1. Sin embargo, el analisis de
células individuales demuestra que este no es un efecto auténomo celular de la deficiencia de EWS/FLI1, sino mas
bien un efecto de sefializacién que ocurre en células en las que no se produce la inactivaciéon. Los medios
condicionados de las células con inactivacién génica resultaron suficientes para inducir la fosforilacién de STAT3 en
las células de control, verificando la presencia de un factor soluble que puede activar STAT3. El analisis de citoquinas
y los experimentos de inhibicién de ligandos/receptores determinaron que ocurria dicha activacién, en parte, a través
de un mecanismo dependiente de IL6. En conjunto, los datos respaldan un modelo en el que la deficiencia de
EWS/FLI1 resulta en la secrecidn de factores solubles, tales como IL6, que activan la sefializacion de STAT en células
vecinas que mantienen la expresién de EWS/FLI1. Ademés, se ha mostrado que estos factores solubles protegen
frente a la apoptosis (Jennifer L. Anderson et al; Mol Cancer Res; 12(12); 2014; Andrej Lissat et al, BMC Cancer, 15:
552; 2015).
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El rabdomiosarcoma (RMS) es una forma agresiva y altamente maligna de cancer que se desarrolla a partir de células
musculares esqueléticas (estriadas) que no han logrado diferenciarse por completo. Se considera generalmente que
es una enfermedad de la infancia, ya que la gran mayoria de los casos ocurren en personas menores de 18 afios.

A pesar de ser un céncer relativamente raro, representa aproximadamente el 40 % de todos los sarcomas de tejido
blando registrados. El RMS puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo, pero se encuentra principalmente en la
cabeza, el cuello, la cavidad orbitaria, el tracto genitourinario, los genitales y las extremidades.

El tratamiento del rabdomiosarcoma es una préactica multidisciplinar que implica la utilizacién de cirugia, quimioterapia,
radiacidén y, posiblemente, inmunoterapia. La cirugia es generalmente la primera etapa en un enfoque terapéutico
combinado. La resecabilidad es variable, segln el sitio del tumor, y el RMS frecuentemente se presenta en sitios que
no permiten una reseccioén quirdrgica completa sin una morbilidad y pérdida de funcién significativas. Menos de 20 %
de los tumores de RMS se resecan completamente con margenes negativos. Afortunadamente, los rabdomiosarcomas
generalmente son quimiosensibles, y aproximadamente el 80 % de los casos responden a la quimioterapia. La
quimioterapia multiagente esté indicada para todos los pacientes de rabdomiosarcoma. Antes de la utilizacién de
terapia adyuvante y neoadyuvante que involucra agentes quimioterapéuticos, el tratamiento Unicamente por medios
quirdrgicos presentaba una tasa de supervivencia inferior al 20 %. Las tasas de supervivencia actuales con terapia
adyuvante son de aproximadamente 60 % a 70 %.

La metastasis mata a los pacientes a través de tumores sélidos. En ninguin caso resulta esto méas evidente que en el
osteosarcoma. El cancer 6seo mortal del osteosarcoma (OS) mata principalmente a través de la propagacion
metastasica a los pulmones. Los mecanismos que impulsan este tropismo pulmonar siguen siendo desconocidos. Ya
sea que los pacientes presenten enfermedad metastésica evidente en el diagnéstico o que las metéstasis surjan
muchos afios después de completar la terapia, los pacientes con enfermedad localizada disfrutan de una tasa de
supervivencia global a 5 afios relativamente favorable del 70 %, mientras que aquellos con metastasis pulmonares
sufren una tasa de supervivencia muy reducida, de 15 % a los 2 afios (Allison D. C. et al; Sarcoma 2012, 704872,
2012).

A pesar de los innumerables intentos por aumentar la terapia o encontrar nuevos tratamientos para la enfermedad
metastasica, ningun tratamiento ha mejorado significativamente los resultados en més de 40 afios. Claramente, se
requieren nuevos enfoques para avanzar en el tratamiento del osteosarcoma metastésico (Luetke A. et al.; Cancer
Treat. Rev. 40, 523-32; 2014). Grandes consorcios de investigadores en el campo han sugerido que los nuevos
avances en el tratamiento del osteosarcoma probablemente no llegaran sin una mejor comprensién de la biologia de
la metastasis y con el desarrollo de medicamentos con diana en esas rutas (Khanna C. et al; Clin Cancer Res; 20(16),
1-10; 2014).

Algunos trabajos previos se refieren a la identificacién de los factores de riesgo asociados al resultado clinico en nifios
con rabdomiosarcoma metastasico (Oberlin O. et al; Journal of Clinical Oncology, 2008 May 10; 26(14): 2384-2389) y
a los resultados clinicos en nifios con rabdomiosarcoma (RMS) y enfermedad metastasica exclusivamente pulmonar
(J. Pediatr. Surg., 2005 Jan.; 40(1):256-62).

Una terapia que prevenga la apariciéon de metastasis pulmonares en nifios y adolescentes con osteosarcoma salvaria
la vida de mas de 70 % de aquellos que actualmente mueren por su enfermedad.

El documento n.° US2017/0165363A1 da a conocer métodos para tratar o prevenir el cdncer en pacientes mediante
la administraciéon de inhibidor de la interleuquina-6 (IL-6) e interleuquina-8 (IL-8), en un intervalo de proporciones de
concentracién para inhibir la migracién de las células de cancer . Los compuestos se someten a ensayo en células de
fibrosarcoma (HT1080WT).

La interleuquina-8 (IL-8; CXCL8) se considera un mediador principal del reclutamiento de los neutréfilos
polimorfonucleares (NPM) y participa en varias patologias, incluyendo la psoriasis, la artritis reumatoide, la enfermedad
pulmonar obstructiva crdnica y la lesién por reperfusiéon en érganos trasplantados (Griffin et al, Arch Dermatol 1988,
124: 216; Fincham et al, J Immunol 1988, 140: 4294; Takematsu et al, Arch Dermatol 1993, 129: 74; Liu et al, 1997,
100:12586; Jeffery, Thorax 1998, 53: 129; Pesci et al, Eur Respir J. 1998, 12: 380; Lafer et al, Br J Pharmacol. 1991,
103: 1153; Romson et al, Circulation 1993, 67: 1016; Welbourn et al, Br J Surg. 1991, 78: 651; Sekido et al, Nature
1993, 365, 654). La actividad biolégica de IL-8 estd mediada por la interaccién con dos receptores: CXCR1 y CXCR2,
que pertenecen a la familia 7TM-GPCR y que se expresan sobre la superficie de los NPM humanos. Mientras que
CXCR1 es selectivo, se une con alta afinidad solo a dos quimioquinas: CXCLB6 e IL-8, y muestra una afinidad mucho
mayor para IL-8 (Wolf et al, Eur J Immunol 1998, 28: 164), el CXCR2 humano es un receptor mas promiscuo, que se
une a una serie de diferentes citoquinas y quimioquinas. Por lo tanto, CXCR2 actiia como mediador en la actividad de
una serie de diferentes moléculas biolégicas.

La interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina pleiotrépica con multiples funciones en la regulacién inmunitaria, la

inflamacién y la oncogénesis. La unién de IL-6 al receptor de IL-6 (IL-6R) induce la homodimerizacién y el reclutamiento
de la glucoproteina 130 (gp130), lo que lleva a la activacién de la sefializacién aguas abajo.
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Gp130 es parte de los complejos de sefializacidén de receptores para como minimo 8 citoquinas (IL-6, IL-11, IL-27, LIF,
CNTF, OSM, CT-1 y CLC). La unién del ligando induce la asociacién de gp130 con una cadena de receptor-a
especifica para citoquinas, seguida de la activacién de cascadas de sefializacién aguas abajo que incluyen las rutas
de JAK/STAT, RAS/RAF/MAPK y PI3K/AKT. Se ha mostrado que la fosforilacién de gp130 en Ser782 reduce la
expresién en superficie celular de gp130. Como un receptor expresado de manera ubicua, gp130 participa en una
amplia gama de procesos biolégicos importantes, incluyendo la inflamacién, la autoinmunidad, el céncer, el
mantenimiento de células madre y el desarrollo embrionario (Mol Cancer Ther; 12(6); 937-49; 2013).

Descripcién resumida de la invencién

La presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones no comprendidas dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas no forman parte de la invencién. Cualesquiera referencias en la descripcién
a métodos de tratamiento se refieren a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencién para la utilizacién en un método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.

Los presentes inventores inesperadamente han encontrado que la inhibicién de IL-8 puede reducir o prevenir la
aparicién de metéstasis pulmonares asociadas a osteosarcoma, sarcoma de Ewing o rabdomiosarcoma. En particular,
la combinacidn de un inhibidor de IL-8 con un inhibidor de |L-6 resulta mas eficaz.

Los presentes inventores inesperadamente también han encontrado que un inhibidor de IL-8 resulta dtil en la
prevencién yfo el tratamiento del tumor primario de osteosarcoma, sarcoma de Ewing o rabdomiosarcoma.
Preferentemente, cuando el inhibidor de IL-8 se combina con un agente quimioterapéutico.

De acuerdo con lo anterior, un primer objetivo de la presente invencién es un producto o kit para la utilizacién en la
prevencién y/o el tratamiento de metéstasis pulmonares asociadas a osteosarcoma, en donde el producto o kit
comprende: A) un inhibidor de IL-8, y B) por lo menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130, en
donde A) y B) son dos formulaciones separadas para la utilizacién simultdnea, separada o secuencial.

El segundo objetivo de la invencién es una composicién farmacéutica para la utilizacion en la prevencién y/o
tratamiento de metéastasis pulmonares asociada a osteosarcoma, que comprende un inhibidor de IL-8 y excipientes
y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, en donde la composicién farmacéutica comprende, ademas, por lo
menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130.

Descripcién de las figuras

- La figura 1 muestra que la expresién de IL6 e IL8 se correlaciona con la eficiencia metastasica y los
comportamientos metastésicos en modelos de xenoinjerto de metéstasis. Los ratones CB17-SCID inoculados con
1x108 células OS fueron sacrificados 49 dias después de la inoculacion. a) La apariencia general de los bloques
pulmonares obtenidos de esos ratones sugiere una eficiencia de colonizacién marcadamente mayor por OS-17 en
comparacién con las otras lineas celulares. b) Se realizé un recuento de las tinciones H+E de secciones de I6bulos
izquierdos incluidos en parafina a fin de cuantificar el nUmero de metastasis por seccién. ¢) La cuantificacién revelé
un numero significativamente mayor de metéstasis en las secciones de OS-17 en comparacién con OHS. d) La
determinacién de las concentraciones de IL-6 e IL-8 en los sobrenadantes de 72 horas de cultivos de cada linea
celular revela una expresién significativa de ambas citoquinas en las células metastéasicas OS-17 en comparacién
con cualquier linea celular no metastasica. e)-f) Evaluacién de la capacidad de respuesta a las sefiales de IL-6 e
IL-8 utilizando un ensayo de migracién transpocillo.

- La figura 2 muestra el efecto de DF2156A solo o en combinacién con sc144 para reducir las respuestas
quimiotacticas al suero en las células OS-17. Las células OS se cultivaron en una membrana de camara
transpocillo y después se transfirieron a una camara que contenia RPMI con FBS al 2,5 % (control pos.) o RPMI
solo (control neg.). Otros pocillos que contenian FBS al 2,5 % en la camara inferior se trataron con sc144 1 uM,
DF2156A 10 nM o ambos. Tras 24 horas, se rasparon las cdmaras superiores, se tifieron las membranas y se
realizé un recuento de las células.

- Lafigura 3 muestra los efectos de la inhibicién de la ruta de IL-6 e IL-8 sobre la colonizacién pulmonar metastasica.
Los ratones inoculados con 1x10° células OS-17-luc fueron tratados con inhibidores farmacologicos de IL-6
(sc144), IL-8 (DF2156A) o ambos. A) Imagenes bioluminiscentes completadas 28 dias después de la inoculacion.
B) Analisis de supervivencia de los ratones mostrado en A).

- Lafigura 4 muestra el analisis farmacodinamico (FD) en tejido pulmonar de ratones tratados con DF2156A y sc144.
Los ratones tratados con inyecciones de DF2156A o sc144 diariamente fueron sacrificados 24 horas después de
su 14° dosis del farmaco. Los pulmones extraidos de esos ratones se procesaron utilizando fijaciéon con formalina
e inclusién en parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) estandar, después se seccionaron Yy tifieron
inmunohistoquimicamente (IHQ) para pFAK (posterior a IL-8) o pSTAT3 (posterior a IL-6). El bloqueo del receptor
redujo la cantidad de activacién observada y el nimero de células infiltrantes, incluso a concentraciones valle.

- La figura 5 muestra el efecto de la combinacién DF2156A con sc144 en la prevenciéon de metastasis pulmonares
en multiples modelos de osteosarcoma (OS). Después de la inoculacidn de células de OS, los ratones recibieron
ya sea tratamiento con vehiculo o tratamiento tanto con sc144 como con DF2156A durante un periodo de 42 dias.
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En el momento en que un ratén de cualquiera de los grupos cumplié con los criterios de valoracién, todos los
ratones dentro de ese estudio fueron sacrificados, se extrajeron los pulmones y se realizé un recuento de las
lesiones metastasicas.

Descripcién detallada de la invencién

Tal como se describira en detalle la seccién experimental, los presentes inventores han encontrado que las moléculas
que actian como inhibidores de la actividad de IL-8 presentan eficacia terapéutica en modelos animales de sarcoma.
Ademas, los presentes inventores han encontrado, ademas, que la inhibicién de IL-8 es capaz de contrarrestar la
aparicién de metastasis pulmonares. En particular, la inhibicion combinada de IL-8 e IL-6 previene las metastasis.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un primer objetivo de la presente invencién es un producto o kit para la
utilizacién en la prevencién y/o el tratamiento de metéastasis pulmonares asociadas a osteosarcoma, en donde el
producto o kit comprende: A) un inhibidor de IL-8, y B) por lo menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor
de gp130, en donde A) y B) son dos formulaciones separadas para la utilizacién simultdnea, separada o secuencial.

La expresién "inhibidor de |L-8" segun la presente solicitud se refiere a cualquier compuesto capaz de inhibir, parcial
o totalmente, la actividad biolégica de IL-8. Dicho compuesto puede actuar mediante la reduccién de la expresién o
actividad de IL-8 o mediante la inhibicién de la induccidn de la sefializacién intracelular activada por los receptores de
IL-8. Resulta preferente que dicho inhibidor de IL-8 sea capaz de inhibir por lo menos 50 %, preferentemente por lo
menos 60 %, de la quimiotaxis inducida por IL-8 en las NPM a una concentracién igual o inferior a 500 nM,
preferentemente inferior a 100 nM.

Segun unarealizacién preferente, el inhibidor de IL-8 de todos los objetivos de la presente invencién inhibe la actividad
de IL-8 mediada por el receptor CXCR1 o mediada por ambos receptores CXCR1 y CXCR2.

Preferentemente, de acuerdo con la presente realizaciéon, dicho inhibidor de IL-8 es ya sea un inhibidor alostérico o un
antagonista ortostérico del receptor CXCR1 o de ambos receptores, CXCR1 y CXCR2.

Preferentemente, dicho inhibidor de IL-8 es selectivo para el receptor CXCR1 o es igualmente potente hacia los
receptores CXCR1 y CXCR2.

La expresidn "selectivo para CXCR1" segln la presente invencién se refiere a un compuesto que muestra un valor de
ICso por lo menos 2, preferentemente 3, logaritmos mas alto hacia CXCR1 que hacia CXCR2. (Bertini R. et al., Proc.
Nat. Acad. Sci. USA (2004), 101 (32), pp. 11791-117986).

La expresién "igualmente potente hacia CXCR1 y CXCR2" se refiere a un compuesto que muestra un valor de ICsg
comprendido en el intervalo de entre 10 picomolar (10"* M) y 1 micromolar (10° M) hacia CXCR1 y CXCR2. (Bertini
R. etal, Br. J. Pharm. (2012), 165, pp. 436-454).

Mas preferentemente, el inhibidor de IL-8 segun la invencidn presenta un valor de ICs para el receptor CXCR1 en el
intervalo nanomolar bajo, preferentemente en el intervalo de 0,02 a 5 nanomolar.

Segln una realizacién preferente, también en combinacién con la realizacién anterior, dicho inhibidor de IL-8 se
selecciona de moléculas y anticuerpos de bajo peso molecular, méas preferentemente es una molécula de bajo peso
molecular.

Los inhibidores de IL-8 segln la definicion anterior, capaces de inhibir la actividad de IL-8 mediada por el receptor
CXCR1 o mediada por ambos receptores CXCR1 y CXCR2, son conocidos de la técnica.

Los inhibidores de IL-8 preferentes segln la invencién se seleccionan de derivados de acido 1,3-tiazol-2-
ilaminofenilpropanoico, derivados de acido 2-fenilpropanoico y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Entre los compuestos mencionados, dicho derivado de &cido 1,3-tiazol-2-ilaminofenilpropiénico es preferentemente
un compuesto de formula (1):

= H.C,  R1
X
8
Y |}3 ©
R2
{
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o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en la que:

- R'es hidrégeno o CHjs,

- R?es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrégeno,

- Y es un heteroatomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S;

- Z se selecciona de haldgeno, alquilo C4-C4lineal o ramificado, alquenilo C»-Cs, alquinilo C»-C4, alcoxi C1-Ca,
hidroxilo, carboxilo, aciloxi C4-Ca, fenoxi, ciano, nitro, amino, acilamino C4-Cy4, haloalquilo C4-Cs, haloalcoxi C4-Cs,
benzoilo, alcano C4-Cs-sulfonato lineal o ramificado, alcano C4-Cg-sulfonamida lineal o ramificado, alquil C4-Cs-
sulfonilmetilo lineal o ramificado, preferentemente es trifluorometilo,

- Xes OH o un residuo de formula NHR3, en la que R® se selecciona de:

- hidrégeno, hidroxilo, alquilo C4-Cg lineal o ramificado, cicloalquilo Cs-Cs, alquenilo Co-Cs, alcoxilo C4-Cs,
o fenilalquilo C4-Cg, en donde el grupo alquilo, cicloalquilo o alquenilo puede sustituirse con un residuo COOH,
- un residuo de férmula SO2R*, en la que R* es un alquilo C4-Co, un cicloalquilo Cs-Ces y un haloalquilo C4-Cs.

Preferentemente, en los compuestos anteriormente indicados, X es OH.

Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de dicha férmula
(I) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R' es CHj,

R? es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrégeno,

Y es un heterodtomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S;

Z se selecciona de halégeno, alquilo C1-C4 lineal o ramificado, alquenilo C,-C4, alquinilo Co-Ca4, alcoxi C4-Cy,
hidroxilo, carboxilo, aciloxi C4-Ca, fenoxi, ciano, nitro, amino, acilamino C4-Cy4, haloalquilo C4-Cs, haloalcoxi C4-Cs,
benzoilo, alcano C4-Cs-sulfonato lineal o ramificado, alcano C4-Cg-sulfonamida lineal o ramificado, alquil C4-Cs-
sulfonilmetilo lineal o ramificado, preferentemente es trifluorometilo,

X es OH o un residuo de férmula NHR3, en la que R® se selecciona de:

- hidrégeno, hidroxilo, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, cicloalquilo C3-Ce, alquenilo C2-Csg, alcoxilo C4-Cs,
o fenilalquilo C1-Cs, en donde el grupo alquilo, cicloalquilo o alquenilo puede sustituirse con un residuo COOH,
- un residuo de formula SO2R*, en la que R* es un alquilo C+-C», un cicloalquilo C3-Cs y un haloalquilo C4-Ca.

Preferentemente, en estos compuestos X es OH.

Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de dicha férmula
(I) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R" es hidrégeno,

R? es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrégeno,

Y es un heterodtomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S;

Z se selecciona de halégeno, alquilo C1-C4 lineal o ramificado, alquenilo C,-C4, alquinilo Co-Ca4, alcoxi C4-Cy,
hidroxilo, carboxilo, aciloxi C4-Ca, fenoxi, ciano, nitro, amino, acilamino C4-Cy4, haloalquilo C4-Cs, haloalcoxi C4-Cs,
benzoilo, alcano C4-Cs-sulfonato lineal o ramificado, alcano C4-Cg-sulfonamida lineal o ramificado, alquil C4-Cs-
sulfonilmetilo lineal o ramificado, preferentemente se selecciona de trifluorometilo,

X es OH o un residuo de férmula NHR3; en la que Rs se selecciona de:

- hidrégeno, hidroxilo, alquilo C4-Cg lineal o ramificado, cicloalquilo Cs-Cs, alquenilo Co-Cg, alcoxi C4-Cs,
o fenilalquilo C1-Cs, en donde el grupo alquilo, cicloalquilo o alquenilo puede sustituirse con un residuo COOH,

- un residuo de férmula SO2R? en la que R*es un alquilo C4-C», un cicloalquilo C3-Ce y un haloalquilo C4-Cs.
Més preferentemente, X es NH..

Preferentemente, en los compuestos anteriormente indicados, X es OH.

Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de dicha férmula
(I) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R" es hidrégeno o CHs,

R? es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrégeno,

Y es un heterodtomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S;

Z se selecciona de alquilo C4-C4 lineal o ramificado, alcoxi C4-C4 ramificado o lineal, haloalquilo C4-C3 y haloalcoxi
C1-Cs; preferentemente se selecciona de metilo, metoxi, trifluorometoxi, trifluorometilo, mas preferentemente es
trifluorometilo,

X es OH.
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Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de dicha férmula
(I) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R' es CHj,
R2es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrogeno.

Y es un heterodtomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S.

Z se selecciona de alquilo C4-C4 lineal o ramificado, alcoxi C4-C4 lineal o ramificado, haloalquilo C1-Cs y haloalcoxi C1-
Cs; preferentemente se selecciona de metilo, metoxi, trifluorometoxi, trifluorometilo, més preferentemente es
trifluorometilo,

Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de dicha férmula
(I) o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R"es hidrégeno,

X es OH,

R? es hidrégeno o alquilo C4-C4 lineal, preferentemente es hidrégeno,

Y es un heterodtomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S;

Z se selecciona de los grupos de alquilo C4-C4 lineal o ramificado, alcoxi C1-C4 lineal o ramificado, haloalquilo C4-
Cs y haloalcoxi C4-Cs; preferentemente es trifluorometilo.

Preferentemente, en todos los compuestos anteriormente indicados de formula (1), en la que R es hidrégeno, el &tomo
de carbono quiral del grupo fenilpropiénico esta en la configuracién S.

Resultan particularmente preferentes los compuestos de férmula (1) segun la invencién seleccionados de acido 2-metil-
2-(4-{[4-(trifluorometil)-1,3-tiazol-2-ilJamino}fenil)propanoico (también indicado en la presente memoria como
DF2726Y) y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, preferentemente su sal sédica (en la presente memoria
también indicado como DF2726A) y acido 2-(4-{[4-(trifluorometil)-1,3-tiazol-2-ilJamino}fenil)propanocico y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, preferentemente &acido (2S)-2-(4-{[4-(trifluorometil)-1,3-tiazol-2-il]
amino}fenil)propanoico (también conocido como DF2755Y) y su sal sédica, también conocida como DF2755A.

Se dan a conocer compuestos de formula (I) en el documento n.° W0O2010/031835, que da a conocer ademas su
método de sintesis, su actividad como inhibidores de IL-8, asi como su utilizacién en el tratamiento de patologias
dependientes de IL-8, tales como isquemia cerebral transitoria, penfigoide bulloso, artritis reumatoide, fibrosis
idiopatica, glomerulonefritis y dafios causados por isquemia y reperfusién.

Entre los inhibidores de IL-8 anteriormente indicados, dicho derivado de acido 2-fenilpropiénico es preferentemente
un compuesto de férmula (Il):

CH,
O
4 =
[
R 0
|
e 5/N\S//
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o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,

en la que:

R* es alquilo C+-Cs lineal o ramificado, benzoilo, fenoxi, trifluorometanosulfoniloxi; preferentemente se selecciona
de benzoilo, isobutilo y trifluorometanosulfoniloxi. Ademas, seglin una realizacion preferente, R* se encuentra en
la posicién 3 0 4 en el anillo fenilo, mas preferentemente es 3-benzoilo, 4-isobutilo o 4-trifluorometanosulfoniloxi.

R® es H o alquilo C4-C;3 lineal o ramificado, preferentemente es H.

R® es un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, o trifluorometilo; preferentemente, es un alquilo C4+-Cs lineal o ramificado,
méas preferentemente es CHs.
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Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan particularmente preferentes los compuestos de férmula (1) o
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R* es alquilo C4+-Cs 0 benzoilo; preferentemente se encuentra en las posiciones 3 y 4, mas preferentemente, es 3-
benzoilo o 4-isobutilo.

R® es H o alquilo C4-C;3 lineal o ramificado, preferentemente es H,
R® es un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, o trifluorometilo; preferentemente, es un alquilo C4+-Cs lineal o ramificado,
méas preferentemente es CHs.

Entre los compuestos anteriormente indicados, resultan preferentes los compuestos de férmula (II) o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde:

R* es trifluorometanosulfoniloxi, preferentemente 4-trifluorometanosulfoniloxi,

R® es H o alquilo C4-C;3 lineal o ramificado, preferentemente es H,

R® es un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, o trifluorometilo; preferentemente, es un alquilo C4-Cg lineal o ramificado,
méas preferentemente es CHs.

Entre los compuestos anteriormente indicados, también resultan preferentes los compuestos de férmula (l11):

iﬂl
N
L\ /,O R
CFy” 5o ©

(I

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos,

en donde:

R' es hidrégeno;

R es un residuo de férmula SO-R? en la que R? es un alquilo C4-C4 lineal o ramificado o haloalquilo C4-Cs,
preferentemente es CHs.

Preferentemente, en el compuesto anteriormente indicado de férmula (1) o (lll), el &tomo de carbono quiral del grupo
fenilpropidnico esté en la configuracién R.

Los compuestos particularmente preferentes de férmula (II) segin la invencién se seleccionan de R-(-)-2-(4-
isobutilfenil)propionil metanosulfonamida (también conocida como reparixina) y sales farmacéuticamente aceptables
de la misma. Preferentemente, dicho compuesto es la sal de |lisina in situ de R(-)-2-(4-
isobutilfenil)propionilmetansulfonamida (en adelante también indicado como DF1681B).

Los compuestos particularmente preferentes adicionales de férmula (II) o (lll) segln la invencién son 2-(4-
trifluorometanosulfoniloxi)fenil]-N-metanosulfonilpropionamida y sales farmacéuticamente aceptables de la misma,
preferentemente su sal sédica, preferentemente R(-)-2-(4-trifluorometanosulfoniloxi)fenil]-N-
metanosulfonilpropionamida (también conocida como DF2156Y) y su sal sédica (también conocida como ladarixina o
DF2156A).

Los inhibidores de IL-8 de férmula (ll) y (lll) se dan a conocer en los documentos n.° WO0024710 y n.°
WO2005/090295, que también dan a conocer su método de sintesis, su actividad como inhibidores de IL-8, asi como
su utilizacién como inhibidores de la quimiotaxis y degranulado de neutréfilos inducidos por IL-8 y en el tratamiento de
patologias dependientes de IL-8, tales como psoriasis, colitis ulcerosa, melanoma, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), penfigoide ampolloso, artritis reumatoide, fibrosis idiopatica, glomerulonefritis y dafios causados por
isquemia y reperfusién.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad
suficiente para conseguir el tratamiento o la prevencién de la enfermedad. La determinacién de las cantidades eficaces
esta perfectamente comprendida dentro de las capacidades del experto en la materia, basada en la consecucién de
un efecto deseado. Una cantidad eficaz dependeréa de factores entre los que se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
el peso del sujeto y/o el grado de la enfermedad o afeccién no deseada de la que sufre un sujeto.

Los términos "tratamiento" y "prevencién" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a la
erradicacién/mejoria o prevencion/retraso de la aparicidén, respectivamente, del trastorno que se esta tratando o de
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uno o més de los sintomas asociados al mismo, sin perjuicio de que el paciente pueda seguir padeciendo el trastorno
subyacente.

El segundo objetivo de la presente invencién es una composicion farmacéutica para la utilizacién en la prevencion y/o
el tratamiento de metastasis pulmonares asociada a osteosarcoma, que comprende un inhibidor de IL-8 y excipientes
y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables, en donde la composicién farmacéutica comprende, ademas, por lo
menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130.

La expresién "inhibidor de |L-6" segun la presente solicitud se refiere a cualquier compuesto capaz de inhibir, parcial
o totalmente, la actividad biolégica de IL-6.

La expresién "inhibidor de gp130" segln la presente solicitud se refiere a cualquier compuesto capaz de inhibir, parcial
o totalmente, la actividad biolégica de gp130.

Segun ofra realizacién preferente, dicha composicién farmacéutica para la prevencién y/o el tratamiento de las
metéastasis pulmonares asociadas al osteosarcoma comprende, ademés, por lo menos un agente quimioterapéutico.

Segun una realizacion preferente, dicho inhibidor de gp130 se selecciona del grupo que comprende hidrazida de acido
2-(7-fluoropirrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-il)-2-pirazincarboxilico (SC144), raloxifeno y (4R)-3-((2S,3S)-3-hidroxi-2-metil-4-
metilenonanoil)-4-isopropildihidrofuran-2(3H)-ona (LMT-28) (Tae-Hwe Heo et al.; Oncotarget, vol. 7, n.° 13, 15460-
15473; 2016).

Segln una realizacién preferente, dicho inhibidor de I[L-6 se selecciona del grupo que comprende SC144,
vobarilizumab, siltuximab, sirukumab, olokizumab, clazakizumab, MAb 1339, tocilizumab y sarilumab (Tae-Hwe Heo
et al.; Oncotarget, vol. 7, n.° 13, 15460- 15473; 2016).

Preferentemente, dicho inhibidor de IL-6 es SC144.

Para el propésito de la presente invencién, los inhibidores de IL-8 segun la presente invencién se formulan en
composiciones farmacéuticas adecuadas para la utilizacion mediante formulacién oral, tal como tabletas, capsulas,
jarabes, preferentemente en forma de formulaciones de liberacién controlada, o mediante administracién parenteral,
preferentemente en forma de soluciones estériles adecuadas para la administracién intravenosa o intramuscular. Las
composiciones farmacéuticas pueden prepararse de acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, tal como se
da a conocer en Remington, "The Science and Practice of Pharmacy", 21st ed. (Lippincott Williams and Wilkins).

La dosis diaria media depende de varios factores, tales como la gravedad de la enfermedad, la condicién, la edad, el
sexo y el peso del paciente. La dosis variard generalmente entre 1 y 1.500 mg de compuestos de férmula (1) por dia,
opcionalmente dividida en multiples administraciones.

La invencién se ilustrara adicionalmente con mayor detalle en la siguiente seccién experimental.
Seccidn experimental
Métodos

Lineas celulares y cultivos celulares primarios. Se obtuvo la linea OS-17 a partir del xenoinjerto OS-17 de Istituti
Ortopedici Rizzoli, Bologna, Italia. Se obtuvieron OS-25 y OHS del laboratorio del Dr. Fodstad en el Hospital Radium
de Oslo. Todos fueron mantenidos en RPMI (Corning n.°® 10-040-CV) suplementado con FBS al 10 % (Atlanta
Biologicals n.° S11150H). Las células 143B y K7M2 se obtuvieron de ATCC (ATCC n.° CRL-8303 y n.° CRL2836) y se
cultivaron en DMEM (Corning n.° 10-013-CV) suplementado con FBS al 10 %. OSCA-8 y OSCA-16 fueron
proporcionados por Jamie Modiano y la Universidad de Minnesota, y se cultivaron en RPMI con FBS al 10 %. Las
células musculares lisas de pulmén (ATCC n.° PCS-130-10) se cultivaron en medio basal para células vasculares
(ATCC n.° PCS-100-030) suplementado con el kit de crecimiento de células musculares lisas vasculares (ATCC n.°
PCS-100-042). Las células HUVEC (Lonza CC-2517) se cultivaron en medio basal endotelial (Lonza n.° CC-5036)
suplementado con EGM-plus SingleQuots (Lonza n.° CC-4542). Los fibroblastos pulmonares humanos (ATCC n.°
PCS-201-013) se cultivaron en EMEM (ATCC n.° 30-2003) suplementado con FBS al 10 %. Las células HBEC3-KT
(ATCC n.° CRL-4051) se cultivaron en medio basal para células epiteliales de las vias respiratorias (ATCC n.° PCS-
300-030) suplementado con el kit de crecimiento de células epiteliales bronquiales (ATCC n.° PCS-300-040). Los
macréfagos se derivaron de monocitos aislados a partir de sangre completa (obtenida a través de un protocolo
aprobado por el Comité institucional de ética de la investigacién (CEl) para la obtencién de sangre humana reciente)
utilizando un sistema de seleccién de perlas magnéticas CD14 (Miltenyi n.° 130-050-201) seguido de 72 horas de
cultivo en medio libre de suero XVIVO (Lonza n.° 04-380Q) suplementado diariamente con 20 ng/ml de M-CSF humano
recombinante (BioLegend n.° 574802). Para los experimentos de cocultivo, se llevaron a cabo cultivos dentro de cada
grupo (cocultivo y monocultivos relacionados) utilizando una mezcla 1:1 de los dos medios de cultivo correspondientes
para controlar las diferencias en los componentes del medio.
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ELISA de IL-6 e /L-8. Se evaluaron los sobrenadantes libres de células de cultivos de 72 horas de cada linea celular
realizados en placas de 24 pocillos para determinar las concentraciones de IL-6 e IL-8 utilizando los kits de desarrollo
de ELISA DuoSet de 1+D (n.° DY206 y n.° DY208), utilizados de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Ensayos de rasgufio ("de cicatrizacién de heridas"). Se sometieron a fragmentacién cultivos en monocapa de las lineas
celulares OS-17 u OHS, utilizando un Incucyte WoundMaker de Essen (kit de migracidn celular de Essen n.° 4493). A
continuacién, se obtuvieron imagenes en serie de pocillos individuales utilizando un Incucyte Zoom de Essen. Se llevd
a cabo un analisis y se cuantific6 la anchura de las heridas utilizando el Médulo de analisis de migracién celular
integrado de Essen (Essen n.° 9600-0012).

Ensayos de migracién e invasion transpocillo. Se sembraron 1x10% células OS en insertos de transpocillo (ya sea
Falcon n.° 353097 para migraciéon o Corning n.° 354483 para ensayos de invasién de Matrigel) que contenian factores
quimiotacticos apropiados. Después de 24 horas de incubacion, se drenaron los transpocillos y se raspé la superficie
superior de las cdmaras/membranas utilizando un hisopo de poliéster. Las membranas se tifieron utilizando un
conjunto de colorantes Dif-Quik (Siemens n.° B4132-1A) y se secaron, después se obtuvieron imagenes con un
microscopio invertido. Las células se cuantificaron utilizando las herramientas de recuento de Adobe Photoshop. Para
experimentos que involucran la quimiotaxis de IL-6 e IL-8, el medio contenia FBS al 1 % en ambas cédmaras, con
adicioén de proteina recombinante a la cdmara inferior para preparar IL-6 50 ng/ml (BioLegend n.° 570804) o IL-8 100
ng/ml (BioLegend n.® 574204). Para experimentos que utilizan suero como quimioatrayente, las cdmaras superiores
contenian solo RPMI, mientras que las cdmaras inferiores contenian 1 % o 2,5 % de suero. En donde se indica, se
afladieron 20 pg/ml de anticuerpos neutralizantes contra IL6 (Abcam n.° AB6672), IL-8 (Abcam n.° AB18672), o ambos,
a las camaras superior e inferior. En experimentos que someten a ensayo la capacidad de moléculas pequefias de
bloquear la migracién/invasién inducida por suero, se afiadi6é sc144 1 uM (Sigma n.° SML0O763) y/o DF2156A 100 nM
(Dompe Pharmaceuticals, Milan, Italia) al medio.

Proliferacion de células de OS. Las células sembradas a una confluencia de 20 % se cultivaron en medio de
crecimiento tal como anteriormente, que contenia los inhibidores tal como se indica en cada figura. La proliferacién se
cuantificé en serie utilizando un Incucyte Zoom de Essen Biosciences durante el periodo de tiempo indicado en cada
figura.

Formacién de colonias. Se sembraron 1x10* células OS en 1,5 ml de agar blando al 0,5 % (Lonza SeaPlaque GTG
Agarose, n.° 50111 en RPMI en polvo de Gibco n.° 430-1800) sobre un lecho de 1,5 ml de agar blando al 1 % en
placas de 6 pocillos y después se cubrieron con 500 ml de RPMI. En donde se indica, se afiadié el farmaco a la capa
de RPMI en cantidad suficiente para generar la concentracién indicada al difundirse a través de los medios y el agar.

Estudios de supervivencia con xenoinjertos. Los ratones CB17-SCID (Envigo C.B-17/lcrHsd-Prkdcscid) de 6 a 8
semanas de edad inoculados a través de la vena de la cola con 1x10° células OS-17 (dia 0) recibieron inyecciones
diarias de sc144 (10 mg/kg s.c. una vez al dia, Sigma n.° SML0763), DF2156A (30 mg/kg i.p una vez al dia), o ambos
a partir de 24 horas después de la inoculacién. Se preparé sc144 mediante disolucién bajo calentamiento en DMSO
para preparar una solucién de 40 mg/kg, que se diluyd inmediatamente a 2 mg/kg utilizando propilenglicol al 40
%/Tween-20 al 1 % en agua. Un raton medio de 20 g recibié 100 pl por dosis. Las dosis de sc144 se prepararon
frescas cada dia. Se preparé6 DF2156A mediante disolucién en PBS para crear una solucién 6 mg/ml| para dosis
similares de 100 pl en un ratén de 20 g. Los tratamientos continuaron durante 42 dias, y después se detuvieron. Se
realizé el seguimiento de los ratones mediante pesaje dos veces a la semana y una evaluacién mejorada del estado
corporal (eBCS, por sus siglas en inglés (28)). Los ratones que mostraron una pérdida de peso >10 % o eBCS <8
fueron sacrificados y se recogieron tejidos, se insuflaron los pulmones, se fijaron en formalina tamponada neutra al 10
%, y después se incluyeron y trataron tal como se ha indicado anteriormente. Los ratones que no mostraban carga de
enfermedad metastasica (que presumiblemente morian por otras causas) fueron excluidos del analisis de
supervivencia. Lo anterior incluyé dos ratones que recibieron la terapia combinada, uno que habia recibido sc144 y un
ratén de control.

Estudios de curso temporal de tratamiento. Los ratones CB17-SCID de 6 a 8 semanas de edad fueron inoculados con
1x108 células 143B, OSCA-8, OSCA-16 o K7M2 (para las células K7M2, se utilizaron ratones Balb/c
inmunocompetentes). Veinticuatro horas después de la inoculacién, los ratones comenzaron el tratamiento con sc144
y/o DF2156A a diario, que continué durante 42 dias tal como se ha indicado anteriormente. A continuacién, los ratones
se mantuvieron bajo observacién tal como se ha mencionado anteriormente hasta que un ratén de cualquier grupo de
linea celular alcanzase el criterio de valoracidén. Si los pulmones extraidos de este ratén centinela mostraron signos
de enfermedad metastasica, todos los ratones de ese grupo fueron sacrificados, se recogieron los pulmones, se
insuflaron, se fijaron, incluyeron y se tifieron. Una seccién central del l6bulo izquierdo tefiida con H+E mediante
microscopia fue revisada para realizar un recuento de las lesiones metastasicas por un revisor experimentado y
enmascarado al tratamiento. Analisis estadisticos Los datos se representaron graficamente y se analizaron utilizando
Graphpad Prism 7. Los ensayos estadisticos especificos utilizados y las comparaciones realizadas se identifican en
el pie de cada figura. En caso necesario, se realizd un ajuste por comparaciones multiples utilizando el método de
Benjamini-Hochberg para controlar la tasa de identificacién falsa de 0,05.
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Ejemplo 1

La produccién de IL-6 e IL-8 se correlaciona con el potencial metastasico en modelos de xenoinjerto murino de
colonizacién pulmonar.

Los presentes inventores sometieron a ensayo un panel de lineas celulares de osteosarcoma para su capacidad para
colonizar los pulmones de ratén. Los presentes inventores encontraron que las células OS-17, al introducirlas en la
circulacion a través de la vena de la cola, desarrollaron focos metastésicos con una eficiencia muy alta, mientras que
las lineas celulares OHS mostraron una eficiencia metastasica mucho menor (figura 1). Este efecto se mantuvo
consistente en multiples pases de células y en multiples ensayos. Los presentes inventores sometieron a ensayo
dichas lineas celulares para la produccién de IL-6 e IL-8 sometiendo sobrenadantes libres de células a ELISA (figura
1d), lo que revel6 una fuerte correlaciéon entre la produccién por células tumorales de dichas dos citoquinas y la
capacidad de la linea celular para colonizar el pulmdn murino.

IL-6 e IL-8 estimulan la quimioquinesis y la migracién direccional en células de OS, independientemente del potencial
metastasico.

Para mostrar si estas lineas celulares altamente metastasicas y poco metastasicas mantienen caracteristicas que
responden a estas citoquinas, los presentes inventores llevaron a cabo tanto ensayos de rasgufio (ensayos de
cicatrizacién de heridas) como ensayos de migracién transpocillo para evaluar la respuesta. Las heridas
estandarizadas creadas en monocapas de células OS-17 y OHS se cerraron mas eficazmente cuando se cultivaron
en medios suplementados con IL-6 y/o IL-8, demostrando que cualquiera de las citoquinas puede estimular la
quimioquinesis (incremento de la motilidad celular) en cualquiera de las lineas celulares, independientemente de
cualquier produccién basal de esa citoquina. Estas células mostraban resultados similares en ensayos que sometian
a ensayo la migracién direccional. Tanto las células OS-17 como las células OHS en cultivo en la cdmara superior de
un sistema transpocillo mostraban una fuerte migracién direccional en respuesta a los gradientes quimiotacticos de
IL-6 o IL-8.

Efecto de DF2156A solo o en combinacién con sc144 en la prevencién de la migracién direccional e invasién de células
de OS

Para determinar la importancia de dichas citoquinas en la migracién de células de OS dentro de un entorno mucho
més amplio de posibles factores quimotacticos, los presentes inventores examinaron el efecto que podria presentar el
bloqueo de IL-6 y/o IL-8 al utilizar suero como quimioatrayente. Ambas lineas celulares mostraron una migraciéon e
invasién transpocillo muy fuerte a través de una barrera de Matrigel en respuesta a un gradiente quimiotactico de suero
(figura 1e-f). Se puso de manifiesto una cierta disminucién en la respuesta quimiotactica al afiadir anticuerpos
bloqueadores de IL-6 o IL-8 al medio de cultivo, aunque se observé un efecto mucho mas profundo al combinar los
anticuerpos. Se observd un efecto mas profundo en experimentos similares utilizando inhibidores de molécula pequefia
de los receptores de IL-6 e IL-8 (sc144, que estimula la degradacién de gp130 a través de un nuevo mecanismo y
DF2156A, un inhibidor alostérico de CXCR1 y CXCR2). Con la inhibicién a nivel del receptor, el bloqueo de cualquiera
de las rutas es suficiente para bloquear la migracién e invasion direccionales (figura 2), lo que sugiere que se necesita
cierto nivel de activacién de estas rutas, probablemente por citoquinas que no son IL-6 e IL-8, para que las células de
OS produzcan estos comportamientos. Ambos inhibidores redujeron significativamente el nivel de migracién de las
células de OS.

Ejemplo 2
Efecto de DF2156A solo o en combinacién con sc144 en la prevencién de metéstasis pulmonares

Para evaluar la importancia funcional de las rutas de IL-6 e IL-8 en la metastasis pulmonar del OS, los presentes
inventores utilizaron modelos de xenoinjerto. Los ratones Balb-SCID inoculados a través de la vena de la cola con
1x108 células OS-17 etiquetadas con luciferasa recibieron tratamiento con sc144 (el inhibidor de gp130), DF2156A (el
inhibidor de CXCR1/2) o ambos. Los ratones continuaron recibiendo tratamiento durante 42 dias, después de los
cuales se detuvo el tratamiento. Se obtuvieron iméagenes intravitales para la evaluacién in vivo de la carga tumoral los
dias 14 y 24 utilizando técnicas de bioluminiscencia estandares. Las imégenes bioluminiscentes sugerian una
reduccién notable de la carga tumoral en los pulmones de los ratones que recibieron terapia combinada en
comparacién con aquellos que no recibieron ningun tratamiento o que recibieron monoterapia (figura 3 A). Es
importante destacar que las pruebas de imagen no mostraron migracién de las células tumorales hacia otros érganos,
sino una pérdida general de biocluminescencia, lo que sugiere una reduccion de la supervivencia general de las células
tumorales circulantes. Se sacrificaron dos ratones de cada grupo de tratamiento con un solo agente 24 horas después
de la 14° dosis de farmaco para realizar una evaluacién de la farmacodinamica (FD) de la inhibicién de la diana. Los
pulmones de esos ratones tefiidos IHQ para pFAK (DF2156A) o pSTAT3 (gp130) mostraron una inhibiciéon sostenida
de la diana (es decir, actividad sostenida del farmaco) en el nivel valle de la dosificacién (figura 4).

Después del tratamiento, se observaron los ratones hasta que mostraron signos de deterioro clinico, ya sea pérdida
de peso >10 % o una puntuacién mejorada de estado corporal (eBCS) <8, que fueron los criterios de valoracién de los

11



ES 3029 183 T3

presentes inventores. En el criterio de valoracién, los ratones fueron sacrificados utilizando métodos aprobados y se
extrajeron los pulmones, se insuflaron, se fijaron, se incluyeron, se realizaron secciones y se tifieron. El analisis de
supervivencia (figura 3B) mostré que practicamente todos los ratones que recibieron ya sea ningln farmaco o terapia
con un solo agente desarrollaron metéstasis pulmonar letal en 60 dias. En particular, los ratones que no recibieron
ningln farmaco desarrollaron metastasis pulmonares letales antes que los ratones que recibieron un solo agente. Por
otro lado, la mayoria de los ratones que recibieron terapia combinada (inhibidor de gp130 + inhibidor de CXCR1/2) se
mantuvieron sanos durante mas de 100 dias. Los ratones que no mostraron metastasis pulmonares evidentes en las
secciones pulmonares fueron excluidos del analisis de supervivencia (n=2).

Ejemplo 3

Efecto de la combinacién de DF2156A y sc144 en la prevencién de las metastasis pulmonares en mltiples modelos
de OS

Con el fin de garantizar que los resultados obtenidos en estos estudios fueran ampliamente aplicables y no Unicos de
los xenoinjertos inmunodeficientes o de las células OS-17, los presentes inventores repitieron los experimentos
relacionados con el tratamiento utilizando varios modelos diferentes. Entre ellos se incluyeron un modelo singénico e
inmunocompetente utilizando una linea celular derivada de un OS de aparicién espontanea en un ratén Balb/c (K7M2),
modelos de xenoinjerto de OS canino (OSCA-8 y OSCA-16), y modelos adicionales de xenoinjerto de OS humano
(143B). Los ratones inoculados con células tumorales fueron tratados ya sea con ningun farmaco o con una
combinacién de sc144 y DF2156A durante 42 dias. En el momento en que por lo menos un ratén de cualquier grupo
(cualquier linea celular) alcanzé el criterio de valoracion con metastasis pulmonar confirmada, todos los ratones de
ese grupo fueron sacrificados, se extrajeron los pulmones y se cuantificaron las lesiones metastésicas. La capacidad
de la inhibicién dual de gp130-CXCR1/2 para prevenir el desarrollo de lesiones pulmonares metastésicas se mantuvo
consistente en todos los modelos (figura 5).
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REIVINDICACIONES

Producto o kit para la utilizacién en la prevencién y/o el tratamiento de metastasis pulmonares asociadas a
osteosarcoma, en donde el producto o kit comprende:

A) un inhibidor de IL-8, y
B) por lo menos un inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130,

en donde A) y B) son dos formulaciones separadas para la utilizacién simultanea, separada o secuencial.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicho inhibidor de IL-8 es un compuesto
de férmula (1):

2 H,C, Rt

Y

en la que:

- R" es hidrégeno o CHg,

- R?es hidrogeno o alquilo C+4-C4 lineal; preferentemente es hidrégeno,

- Y es un heteroatomo seleccionado de S, O y N; preferentemente es S,

- Z se selecciona de halégeno, alquilo C4-C4 lineal o ramificado, alquenilo C,-Ca, alquinilo C»-Ca, alcoxi
C1-C4, hidroxilo, carboxilo, aciloxi C4-Cy4, fenoxi, ciano, nitro, amino, acilamino C4-C4, haloalquilo C4-Cs,
haloalcoxi C1-C3, benzoilo, alcano C4-Cs-sulfonato lineal o ramificado, alcano C4-Cs-sulfonamida lineal o
ramificada, alquil C4-Cs-sulfonilmetilo lineal o ramificado; preferentemente es trifluorometilo,

- X'es OH o un residuo de formula NHR3, en la que R3 se selecciona de:

- hidrégeno, hidroxilo, alquilo C4-Cs lineal o ramificado, cicloalquilo C3-Cs, alquenilo Co-Cs, alcoxi Cs-
Cs,

o fenilalquilo C4-Cs, en donde el grupo alquilo, cicloalquilo o alquenilo puede sustituirse con un residuo
COOH,

- un residuo de formula SO2R%, en la que R* es un alquilo C4-Cy, un cicloalquilo C3-Cs 0 un haloalquilo
C1-Cas.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 2, en el que dicho inhibidor de IL-8 de férmula (l):

R" es hidrégeno o CHs,

X es OH,

R? es hidrégeno o alquilo C1-C4 lineal,

Y es un heterodtomo seleccionado de S, Oy N,

Z se selecciona de grupo alquilo C1-C4 lineal o ramificado, alcoxi C1-C4 lineal o ramificado, haloalquilo C+-
Cs y haloalcoxi C4-Cas.

Producto o kit para la utilizacion segln la reivindicacion 2, en el que el inhibidor de IL-8 de la férmula (1), R’
es hidrégeno y el &tomo de carbono quiral del grupo fenilpropiénico esta en la configuracién S.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacidén 2 o 3, en el que dicho inhibidor de IL-8 de férmula (1)
se selecciona de #écido 2-metil-2-(4-{[4-(trifluorometil)-1,3-tiazol-2-ilJamino}fenil)propanocico y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, preferentemente su sal sédica, y el acido (28)-2-(4-{[4-
(trifluorometil)-1,3-tiazol-2-ilJamino}fenil)propanocico y sales farmacéuticamente aceptables del mismo,
preferentemente su sal sédica.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicho inhibidor de IL-8 es un compuesto
de férmula (I1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,
en la que:

R* es alquilo C4-Cs lineal o ramificado, benzoilo, fenoxi, trifluorometanosulfoniloxi,

preferentemente se selecciona de benzoilo, isobutilo y trifluorometanosulfoniloxi,

R® es H o alquilo C4-C;3 lineal o ramificado, preferentemente es H,

R® es un alquilo C4-Cs lineal o ramificado, o trifluorometilo; preferentemente, es un alquilo C4-Cg lineal
o ramificado, méas preferentemente es CHs.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacion 6, en el que R* esta en la posicién 3 0 4 en el anillo
fenilo, mas preferentemente es 3-benzoilo, 4-isobutilo o 4-trifluorometanosulfoniloxi.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicho inhibidor de IL-8 es un compuesto
de férmula (111):

O\\ /,0

S.
CFy 0
{m

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

en donde:

R' es hidrégeno;

R es un residuo de formula SO2R?, en la que R? es un alquilo C4-C4 lineal o ramificado o haloalquilo C+-
Cs; preferentemente es CHa.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacion 6, en el que dicho inhibidor de IL-8 de féormula (l1), el
atomo de carbono quiral del grupo fenilpropiénico estéa en la configuracion R.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacion 6, en el que dicho inhibidor de IL-8 de féormula () se
selecciona de R-(-)-2-(4-isobutilfenil)propionilmetanosulfonamida y sales farmacéuticamente aceptables de
la misma, preferentemente la sal de lisina in situ.

Producto o kit para la utilizacién segln cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que dicho inhibidor de
IL-8 es la R(-)-2-(4-trifluorometanosulfoniloxi)fenil]-N-metanosulfonilpropionamida y sales farmacéuticamente
aceptables de la misma, preferentemente su sal sédica.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicho inhibidor o inhibidores de gp130 se
seleccionan del grupo que comprende hidrazida de #é&cido 2-(7-fluoropirrolo[1,2-a]quinoxalin-4-il)-2-
pirazincarboxilico, raloxifeno y (4R)-3-((2S,3S)-3-hidroxil-2-metil-4-metilenononanoil)-4-isopropildihidrofuran-
2(3H)-ona.

Producto o kit para la utilizacién segun la reivindicacién 1, en el que dicho inhibidor o inhibidores de IL-6 se
seleccionan del grupo que comprende SC144, vobarilizumab, siltuximab, sirukumab, olokizumab,
clazakizumab, MAb 1339, tocilizumab y sarilumab.

Composicién farmacéutica para la utilizaciéon en la prevencién y/o el tratamiento de metastasis pulmonares
asociadas a osteosarcoma, que comprende un inhibidor de IL-8 y excipientes y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables, en donde la composicién farmacéutica comprende, ademés, por lo menos un
inhibidor de IL-6 y/o por lo menos un inhibidor de gp130.
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