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DESCRIPCION
2,4-Disulfonil fenil terc-butil nitrona para el tratamiento de gliomas

Antecedentes de la invencion

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de EE.UU. con nimero de serie
61/093.661, presentada el 2 de septiembre de 2008.

1. Ambito de la invencidn

La presente invencion se refiere de forma general a los campos de la oncologia y de la quimioterapia. Mas
particularmente, concierne al uso de la 2,4-disulfonil fenil terc-butil nitrona (2,4-ds-PBN), sola o en combinacion con
quimio o radioterapia, para tratar gliomas.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los gliomas son un grupo diverso de tumores cerebrales que se producen a partir de las células "gliales" normales
del cerebro y/o sus células precursoras. El determinante mas importante de supervivencia de los gliomas es el
"grado” del glioma. Algunos determinantes secundarios de supervivencia son la edad en el diagndstico, el estado de
comportamiento y la extensién de la cirugia. Los pacientes con gliomas de grado bajo tienen un prolongado historial
natural generalmente con largos tiempos de supervivencia, mientras que aquellos con gliomas de grado alto son
mucho mas dificiles de tratar con éxito y tienen tiempos de supervivencia mas cortos. Todos los gliomas tienen
signos y sintomas especificos que estan relacionados principalmente con la ubicacién y el tamafio del glioma.

Los gliomas del I6bulo temporal, por ejemplo, pueden provocar convulsiones, dificultad en el habla y/o pérdida de
memoria. Los gliomas del I6bulo frontal pueden provocar convulsiones, cambios en el comportamiento, debilidad en
las extremidades del lado opuesto del cuerpo y/o dificultad en el habla. Los gliomas occipitales pueden provocar
pérdidas de vision. Los gliomas parietales pueden provocar pérdida de la orientacién espacial, una sensacion
disminuida en el lado opuesto del cuerpo y/o incapacidad de reconocer objetos o personas familiares.

Los astrocitomas son tumores de glioma que se producen a partir de las células denominadas astrocitos o sus
precursores. Los astrocitos son células del sistema nervioso central que apoyan la funcidn neuronal. Los
astrocitomas pueden clasificarse segun sus caracteristicas histologicas, que representan, en malignidad creciente,
astrocitoma, astrocitoma anaplasico o glioblastoma multiforme. El astrocitoma anaplasico y el glioblastoma
multiforme se consideran gliomas de grado alto, mientras que el astrocitoma se considera un glioma de grado bajo.
Los tumores de grado alto crecen rapidamente y pueden infilirar facilmente y diseminarse por el cerebro. Los
astrocitomas de grado bajo también pueden infiltrarse en el cerebro pero habitualmente estan mas localizados y
crecen lentamente durante un largo periodo de tiempo. Los tumores de grado alto son mucho mas agresivos y
requieren una terapia muy intensa. La mayoria de los tumores astrociticos en nifios son de grado bajo, mientras que
en adultos la mayoria son de grado alto. Los astrocitomas pueden aparecer en cualquier parte del cerebro y de la
médula espinal, sin embargo la mayoria se localiza en los hemisferios cerebrales.

Los oligodendrogliomas también son gliomas. Se producen a partir de los oligodendrocitos y/o sus células
precursoras. Los oligodendrocitos normales proporcionan la mielina, una sustancia grasa que recubre los axones
nerviosos del cerebro y de la médula espinal y permite que los nervios conduzcan los impulsos eléctricos de una
forma mas eficaz. Los oligodendrogliomas se clasifican como oligodendroglioma de grado bajo (menos agresivo) y
oligodendroglioma anaplasico (mas agresivo). Mas habituales que los oligodendrogliomas puros son los tumores de
grado bajo y los anaplasicos, que son una mezcla de astrocitoma y oligodendroglioma ("oligoastrocitomas").

Los oligodendrogliomas anaplasicos y los oligoastrocitomas mixtos son mas sensibles a la quimioterapia citotoxica
que los astrocitomas. Una elevada tasa de respuesta a la quimioterapia PCV (procarbacina (matulane), CCNU
(lomustina), vincristina) ha hecho que el uso de este régimen, aunque no sea el cuidado estandar de estos tumores,
sea al menos un tratamiento muy habitual. Los oligodendrogliomas de grado bajo también son sensibles a la
quimioterapia, y puede usarse la PCV cuando comienzan a crecer tumores de grado bajo a pesar de una
cirugia/terapia de radiacion previa.

En 1983 se informé de que la cirugia mas la terapia de radiacién y la quimioterapia BCNU mejoraba
significativamente la supervivencia de pacientes con glioma maligno, en comparacién con los tratados con cirugia
mas terapia de radiacion pero sin quimioterapia. En un estudio, tanto la procarbacina como la estreptozotocina
demostraron un eficacia similar a la de la BCNU. Otros estudios demostraron que la BCNU sola es tan efectiva como
la BCNU seguida de procarbacina, y que la PCNU no era mejor que la BCNU. En algunos estudios, se encontré que
la combinacion PCV era superior a la BCNU para gliomas anaplasicos, mientras que en otros estudios se consideran
equivalentes.

Otra metodologia implica el uso combinado de DFMO-PCV en el tratamiento de gliomas anaplasicos, extendiendo el
estudio de Levin y col. (2000). Sorprendentemente, y en notable contraste con los resultados observados para el
glioblastoma multiforme, la combinacion de DFMO y PCV aument6 significativamente la supervivencia global de los
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pacientes con gliomas anaplasicos. Es posible que una caracteristica distintiva de la respuesta tumoral a la DFMO
sea el nivel y la actividad de la enzima descarboxilasa de ornitina (ODC). Es probable que un factor que distinga el
beneficio de la DFMO sea el nivel tumoral de la ODC; los pacientes con niveles relativamente menores de ODC
parecen responder mejor a las combinaciones DFMO y DFMO-nitrosourea. Esta conclusién se basa en
observaciones publicadas que demuestran que (1) los niveles de ODC se correlacionan directamente con el grado
de malignidad del glioma (Scalabrino y col. 1982; Scalabrino y Ferioli, 1985; Ernestus y col., 1992; 1996); (2) el
hecho de que no se haya observado actividad DFMO (+/- metilglioxal bisguanilhidrazona) en glioblastomas
multiformes y se haya observado mejor en gliomas anaplasicos de grado intermedio (Levin y col., 1992; 1995) con
menores niveles de ODC; y (3) en combinacion con una nitrosourea, no se observo actividad en glioblastomas
multiformes y se observd mejor en gliomas anaplasicos de grado intermedio (Prados y col., 1989; Levin y col., 2000
con menores niveles de ODC.

Los inventores han demostrado la eficacia de la fenil-terc-butil-nitrona (PBN) como un potencial farmaco anti-glioma
en el pretratamiento de un modelo de implantacién de glioma C6 en rata (Doblas y col., 2008). Los resultados de la
RM de ratas no tratadas demostraron la invasividad difusa de los gliomas C6, con una cierta angiogénesis asociada.
Se encontré que la administracion de PBN como pretratamiento inducia claramente una disminucion en la tasa de
crecimiento y la regresién del tumor, asi como que evitaba la angiogénesis. Sin embargo, el postratamiento con PBN
tenia poco efecto sobre la regresion tumoral en comparacion con el pretratamiento. Los hallazgos de la RM
rivalizaban con los de las evaluaciones por inmunotincion de los marcadores de la histologia y la angiogénesis.

Ademas de los ensayos clinicos controlados basados en supervivencia, se han ensayado otros muchos agentes en
estudios basados en respuestas de pacientes con glioma. A pesar de ello, hay una necesidad de terapias eficaces y
mejoradas para los gliomas anaplasicos.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, segun la presente invencion, se prevé un tratamiento de un glioma en un sujeto que comprende
administrar a dicho sujeto con glioma una dosis del derivado 2,4-disulfonilo de la fenil-terc-butil nitrona eficaz para
inhibir el crecimiento de dicho glioma. El sujeto humano puede tener un glioma recurrente o metastasico, o haber
fracasado previamente una o mas terapias anti-glioma. La dosis eficaz puede ser desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 150 mg/kg de peso corporal por dia. La administraciéon puede ser mediante una administracion
con la dieta, tal como mediante el complemento de un componente alimenticio. La cantidad eficaz es desde
aproximadamente el 0,005 % p/p hasta aproximadamente el 0,1 % p/p de la dieta que se estd administrando. El
glioma puede ser un astrocitoma, un oligodendroglioma o un glioblastoma multiforme. EI procedimiento puede
también comprender adicionalmente una terapia anti-glioma secundaria, tal como quimioterapia, incluyendo
lomustina, vincristina, matulane, PCV, BCNU, CCNU y/o DFMO, radiacién o cirugia. El tratamiento puede
comprender inhibir la vascularizacion, el crecimiento o la diseminacion de un glioma, reducir la carga tumoral o evitar
la metastasis. El sujeto puede ser un sujeto animal no humano o un ser humano.

En otra forma de realizacién, se prevé un tratamiento para inhibir el desarrollo de un glioma que comprende (a)
identificar un sujeto con riesgo de desarrollar un glioma y (b) administrar a dicho sujeto una dosis del derivado 2,4-
disulfonilo de la PBN, o fenil-terc-butil nitrona, eficaz para inhibir el desarrollo de dicho glioma. El sujeto puede tener
antecedentes familiares de cancer, o puede haber sido expuesto a un entorno carcinégeno. Los factores de riesgo
especificos del glioma incluyen la exposicion a compuestos N-nitroso o a radiacion X. La dosis eficaz es desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 150 mg/kg de peso corporal por dia. La administracion puede ser
mediante una administracion con la dieta, tal como mediante el complemento de un componente alimenticio, una
administracion oral en forma de una pildora o en forma liquida, 0 mediante una inyeccion intravenosa. La cantidad
eficaz puede ser desde aproximadamente el 0,005 % p/p hasta aproximadamente el 0,1 % p/p de la dieta que se
esta administrando. El glioma puede ser un astrocitoma, un oligodendroglioma o un glioblastoma multiforme. El
sujeto puede ser un sujeto animal no humano o un ser humano.

En otra forma de realizacion mas, se prevé un tratamiento para inhibir la reaparicion de gliomas que comprende
administrar a un sujeto que previamente ha tenido un glioma una dosis del derivado 2,4-disulfonilo de la PBN, o fenil-
terc-butil nitrona, eficaz para inhibir el desarrollo de dicho glioma. El glioma puede ser un astrocitoma, un
oligodendroglioma o un glioblastoma multiforme. La dosis eficaz puede ser desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 150 mg/kg de peso corporal por dia. La administracion puede ser mediante una administracion
con la dieta, tal como mediante el complemento de un componente alimenticio, una administracién oral en forma de
una pildora o en forma liquida, o0 mediante una inyeccion intravenosa. La cantidad eficaz es desde aproximadamente
el 0,005 % p/p hasta aproximadamente el 0,1 % p/p de la dieta que se esta administrando. El sujeto puede ser un
sujeto animal no humano o un ser humano. El procedimiento puede comprender adicionalmente a administrar un
segundo agente que inhiba la aparicion de gliomas. El procedimiento también puede comprender adicionalmente el
cribado de la formacion de gliomas en dicho sujeto.

Se contempla que puede implementarse cualquier procedimiento o composicién descrito en este documento con
respecto a cualquier otro procedimiento o composicion descrito en este documento.

El uso de la palabra "un" o "uno" cuando se usa junto con el término "comprende" en las reivindicaciones y/o la
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memoria descriptiva, puede significar "uno," pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al menos
uno" y "uno o mas de uno".

Se contempla que puede ser implementada cualquier forma de realizacién analizada en esta memoria descriptiva
con respecto a cualquier procedimiento o composicién de la invencion, y viceversa. Adicionalmente, las
composiciones y los kits de la invencién pueden usarse para conseguir los procedimientos de la invencion.

A lo largo de esta solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacién
inherente al error del dispositivo, empleandose el procedimiento para determinar el valor o la variaciéon que existe
entre los sujetos en estudio.

Los términos "comprende" (y cualquier forma de comprender, tal como " comprenden” y "que comprende"), "tiene" (y
cualquier forma de tener, tal como "tienen" y "que tienen"), "contiene" (y cualquier forma de contener, tal como
"contienen" y "que contienen"), e "incluye" (y cualquier forma de incluye, tal como "incluyen" y "que incluyen") son
verbos de conexién abiertos. Como resultado, un dispositivo o un procedimiento que "comprende", "tiene", "contiene"
0 "incluye" uno o mas elementos posee esos uno o mas elementos, pero no se limita Unicamente a poseer esos uno
0 mas elementos sub etapas. Asimismo, un elemento de un dispositivo o un procedimiento que "comprende", "tiene",
"contiene" o "incluye" una o mas caracteristicas posee esas una o mas caracteristicas, pero no se limita Unicamente

a poseer esas una o mas caracteristicas.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y estan incluidos para demostrar
adicionalmente ciertos aspectos de la presente invencidon. La invencion puede comprenderse mejor mediante
referencia a uno o mas de estos dibujos en combinacién con la descripcion detallada de las formas de realizacion
especificas presentadas en este documento.

FIGS. 1A-C: imagenes de RM (corte axial ponderado en Tl de la regién del mesencéfalo) de glioma C6 en los
dias 10 (FIG. 1A), 15 (FIG. 1B) y 18 (FIG. 1C) tras la inyeccion de células. Notese el tumor destacado por las
flechas.

FIG. 2-1(a) - 2-2(d): tincién de H&E (1) e inmunotincion del factor von Willebrand (2) de un glioma C6 a los 23
dias. Se presentan las areas de tejido normal (x40; a), de glioma (x40; b), de necrosis (x40; ¢) y de infiltracion
(x10; d) (Doblas y col., 2008).

FIG. 3: nitrona parental, PBN, y derivados de sulfonilo, 2-S-PBN y 2,4-ds-PBN.

FIG. 4: imagenes de RM de ratas tratadas con 2,4-ds-PBN- y no tratadas con gliomas C6 (post-tumor >15
dias). Los tumores son regiones hiperintensas (destacadas). Imagenes en el dia 16 (d16), d20 y d25.

FIG. 5: (cuadro izquierdo) volumenes tumorales medidos a partir de imagenes de RM de ratas con gliomas C6
tratadas con 2,4-ds-PBN (18 mg/kg/dia en el agua de bebida) en comparacion con ratas no tratadas. (Cuadro
derecho) supervivencia porcentual de ratas con gliomas C6 tratadas con 2,4-ds-PBN en comparacién con ratas
no tratadas.

FIG. 6: inmunotransferencias Western de células C6 de rata con concentraciones crecientes de 2,4-ds-PBN. Se
muestran niveles crecientes de los factores apoptéticos pro-caspasa 3 y pro-caspasa 9, relativos a la actina.

Descripcion de formas de realizacidn ilustrativas

1. La presente invencion

El prondstico de pacientes diagnosticados de glioblastoma multiforme es muy malo debido a la dificultad de un
diagnostico temprano y preciso y a la ausencia de compuestos terapéuticos actualmente eficaces. Usando un
modelo de glioma aplicado previamente al ensayo de las PBNs y derivados no sulfonilo de las mismas, los
inventores examinaron el efecto de un compuesto de nitrona, la 2,4-ds-PBN que es un andlogo estructural de la
PBN. Los resultados de resonancia magnética de ratas post-tratadas con 2,4-ds-PBN indicaron una aparente
disminucion en el volumen de tumor y un retraso en la tasa de crecimiento tumoral. El post-tratamiento con 2,4-ds-
PBN también fue significativamente eficaz aumentando la tasa de supervivencia.

Este resultado era en cierto modo inesperado y sorprendente ya que se sabe que los derivados sulfonados de la
PBN no son capaces de atravesar facilmente la barrera hematoencefalica (BHE). Previamente se ha encontrado que
la PBN, la nitrona parental, penetra facilmente en la BHE (Wang & Shuaib, 2007). La 2,4-disulfonil PBN (2,4-ds-PBN)
esta estructuralmente relacionada con el compuesto parental PBN, pero contiene dos grupos sulfonilo que la hacen
mucho mas soluble en agua. Como resultado del incremento en la solubilidad en agua, la 2,4-disulfonil PBN no
puede atravesar facilmente la BHE, en comparacion con la PBN (Wang & Shuaib, 2007). Idealmente, los farmacos
que van a usarse como terapia anti-glioma necesitan pasar las uniones endoteliales de la BHE para alcanzar la
mayoria de las células tumorales (Cao y col., 2005). Es posible que los gliomas malignos hayan adquirido la
habilidad de degradar activamente las uniones estrechas secretando factores solubles, conduciendo finalmente a
una alteracion de la BHE en el tejido cerebral invadido (Schneider y col., 2004). No obstante, nunca se habia
pensado que la 2,4-disulfonil PBN alcanzaria el tejido del glioma en cantidades suficientes como para tener algun
efecto terapéutico. Por ejemplo, Renovis Pharmaceuticals, administré la 2,4-disulfonii PBN como un agente
terapéutico anti-infarto mediante una administracion i.v. para concentrar este compuesto en el tejido cerebral (Shuaib
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y col., 2007).

Estos y otros aspectos de la invencién se describen con detalle a continuacion.
2. Estrato de glioma anaplasico

A. Caracteristicas clinicas

Los gliomas anaplasicos son gliomas infiltrantes de grado intermedio - clasificados entre el glioma pequefio
(localizado, de crecimiento lento) y el glioblastoma multiforme (de crecimiento rapido y muy invasivo). Los
astrocitomas anaplasicos (AA) son tumores que se producen a partir de las células cerebrales denominadas
astrocitos y/o sus precursores. Los astrocitos son células de apoyo del sistema nervioso central. La mayoria de los
tumores astrociticos en nifios son de grado bajo, mientras que en adultos la mayoria son de grado alto. Estos
tumores pueden aparecer en cualquier parte del cerebro y de la médula espinal.

Los oligodendrogliomas son gliomas derivados a partir de oligodendrocitos y/o de sus precursores. Los
oligodendrocitos juegan un papel en la estructura y la funcién de las neuronas mielinizadas del cerebro. Los
oligodendrogliomas anaplasicos (AO) son mas agresivos que los oligodendrogliomas, pero también son mas
sensibles a la quimioterapia que los astrocitomas anaplasicos. Una elevada tasa de respuesta al uso de la
quimioterapia con PCV (procarbacina, CCNU, vincristina) ha conducido al uso habitual de la quimioterapia con PCV
antes de la terapia de radiacion, después de la terapia de radiacién y/o en la reaparicion y progresion de tumores.
Otro glioma aparece como una mezcla histolégica de ambas formas tumorales de oligodendroglioma y astrocitoma,
y se denomina oligoastrocitoma. Aunque el oligoastrocitoma puede ser de grado bajo, la mayoria de los
oligoastrocitomas mixtos son oligoastrocitomas anaplasicos (AOA).

El dltimo subgrupo de gliomas son los ependimomas. Un subtipo de ependimomas malignos es el ependimoma
anaplasico (AE); estos tumores se producen a partir de las células ependimarias y/o sus precursores, que revisten
las vias de paso del liquido cefalorraquideo, denominadas ventriculos. Estos tumores se clasifican en
supratentoriales (en la parte superior de la cabeza) o infratentoriales (en la parte posterior de la cabeza).

Las caracteristicas quimicas y los sintomas producidos por los gliomas dependen de la ubicacién del tumor y de la
edad del paciente. La ubicacién mas habitual de los gliomas es en los hemisferios cerebrales de adultos y en el
cerebelo, el tronco encefalico, el hipotalamo y el tdlamo en nifios. Los gliomas de médula espinal son mucho menos
habituales que los gliomas cerebrales. Los pacientes con estos tumores tienen sintomas que varian dependiendo de
la ubicacioén en el cerebro o en la médula espinal. Pueden producir sintomas de cefaleas, convulsiones, nauseas y
vomitos, debilidad en las extremidades, cambios sensoriales unilaterales, cambios en la personalidad e inseguridad
al caminar.

B. Clasificaciones

Astrocitoma anaplasico. Las caracteristicas histolégicas de los astrocitomas anaplasicos son similares a las de los
astrocitomas de grado bajo, pero estas caracteristicas son mas abundantes y exageradas. Estos tumores son de
grado Ill segun la OMS (Kleihues y col., 1993; Kleihues y Cavenee, 2000). La celularidad esta mas aumentada, y
que son pleomorfismos nucleares y celulares. Estas caracteristicas pueden ser extremas, con células consecutivas y
extrafios nucleos hipercromaticos. El citoplasma puede ser escaso, con lobulacién nuclear y agrandamiento, que
indica anaplasia. La actividad mitdtica se reconoce facilmente en la mayoria de los astrocitomas anaplasicos pero
inexplicablemente puede estar ausente en areas con gemistocitos.

El nivel de anaplasia en este grado es amplio, mostrando algunos ejemplos una baja celularidad y pleomorfismo con
unas pocas figuras mitéticas, y siendo otras muy celulares y pleomorfas con frecuentes mitosis, pareciendo
unicamente la necrosis requerida para un diagnostico histologico de glioblastoma. Por esta razon, es util tener un
indicador mas objetivo de comportamiento, y se han usado algunos marcadores de proliferacion celular en un intento
de predecir el pronostico de forma mas precisa. Los marcadores mas usados en este area han sido anticuerpos
contra bromodesoxiuridina (BrdU) y Ki-67 (Davis y col., 1995). La incorporacion celular de la BrdU es un marcador
especifico de la fase de sintesis de ADN del ciclo celular, mientras que el anticuerpo Ki-67 marca un antigeno que
esta presente en todas las fases del ciclo celular excepto en Go. Ambos anticuerpos pueden identificarse mediante
una tincion inmunohistoquimica de secciones tisulares incluidas en parafina. Como una generalizacién, una mayor
tasa de marcaje de los astrocitomas anaplasicos esta asociada con un mal pronéstico (Hoshino y col., 1993; Davis y
col., 1995; Lamborn y col., 1999).

Glioblastoma multiforme. El glioblastoma, también conocido como glioblastoma multiforme, es el glioma con el
mayor grado de malignidad, grado IV de la OMS (Kleihues y Cavenee, 2000). Representan del 15 % al 23 % de los
tumores intracraneales y aproximadamente el 50 % - 60 % de los astrocitomas. Se considera que la mayoria de los
ejemplos aparecen generalmente a partir de astrocitos porque puede identificarse la proteina acida fibrilar glial en el
citoplasma celular. Sin embargo, algunos ejemplos aparecen aparentemente a partir de otros linajes gliales, tales
como los oligodendrocitos. El glioblastoma es el astrocitoma de aparicion mas frecuente. Las autopsias y los
estudios de biopsias en serie han demostrado que algunos astrocitomas progresan a través de los grados de
malignidad con la transformacion de grado bajo a astrocitoma anaplasico a glioblastoma (Muller y col., 1977). Pero
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debido a que parece que algunos ejemplos de glioblastoma aparecen rapidamente en pacientes por lo demas
normales, y se reconocen cuando son pequefios, se cree que esta variedad de glioblastoma también puede
aparecer directamente a partir de la transformacién maligna de células precursoras de astrocitos sin pasar a través
de grados menores de malignidad (Kleihues y Ohgaki, 1997; 1999).

La necrosis tumoral es la mayor caracteristica que distingue al glioblastoma del astrocitoma anaplasico (Nelson y
col., 1983; Burger y col., 1985; 1991). Otra caracteristica microscopica que es distintiva y diagndstica es la presencia
de cambios vasculares proliferativos dentro del tumor. Estos cambios pueden aparecer en las células endoteliales
(hiperplasia o proliferacion endotelial vascular) o en las células de la propia pared vascular (proliferacion de las
células vasculares del muro). Ambos tipos de cambios se consideran a veces conjuntamente como proliferacion
microvascular. La celularidad de los glioblastomas es habitualmente extremadamente alta. Las células individuales
pueden ser pequefias, con una elevada proporcién entre nucleo citoplasma, o muy grandes y extrafias, con
abundante citoplasma eosindéfilo. Estas mismas células pequefias pueden parecer condensadas en filas alrededor
de areas necroticas del tumor, formando las caracteristicas pseudopalisadas. Los tumores de glioblastoma son
propensos a infiltrar ampliamente el cerebro, diseminandose incluso en ubicaciones distantes y dando la apariencia
de un glioma multifocal. Algunos ejemplos son verdaderamente multifocales (es decir, que aparecen
simultdneamente en multiples sitios primarios), mientras que muchos de estos tumores multifocales muestran una
conexion histologica cuando se examina todo el cerebro en la autopsia.

Oligodendrogliomas. Al igual que los astrocitomas, los oligodendrogliomas mimetizan la histologia de su supuesta
célula de origen. También aparecen principalmente en la sustancia blanca, pero tienden a infiltrar la corteza cerebral
mas que los astrocitomas con un grado similar de malignidad. Al igual que los astrocitomas, se han usado los
esquemas de clasificacion de la malignidad histolégica para los oligodendrogliomas, pero estos no se correlacionan
tan bien con el pronéstico como los usados para los astrocitomas (Burger y col., 1987; Bigner y col., 1998; Daumas-
Duport y col., 1997). Muchas de las caracteristicas histoldgicas usadas para clasificar los oligodendrogliomas son
similares a las usadas para los astrocitomas: celularidad, pleomorfismo, actividad mitética, cambios vasculares y
necrosis. Los oligodendrogliomas de grado inferior pueden tener microquistes. Los oligodendrogliomas de todos los
grados histologicos tienden a infiltrar facilmente la corteza y a formar agregados de células neoplasicas en la region
subpial, alrededor de las neuronas y alrededor de los vasos sanguineos. En general, las células de los
oligodendrogliomas tienen nucleos de redondos regulares y bordes citoplasmaticos definidos con un aclaramiento
del citoplasma. Otra caracteristica bastante distintiva y diagndsticamente util es el patron vascular de los
oligodendrogliomas, denominado vasos en "tela de gallinero”, que pueden dividir el tumor en pequefios lébulos. Con
una creciente anaplasia, los oligodendrogliomas pueden llegar a ser muy celulares y pleomarficos, aproximandose a
la apariencia de un glioblastoma multiforme con presencia de necrosis. Aunque es correcto clasificar éstos como
oligodendrogliomas anaplasicos, algunos usarian el término glioblastoma una vez identificada la necrosis en
cualquier neoplasma glial de grado alto. Una justificacion para separar los oligodendrogliomas anaplasicos de los
glioblastomas astrociticos es el ligeramente mejor prondstico del primero, incluso en su mayor grado de malignidad.
Algunos autores han informado de que un indice de marcaje de MIB-1 de >3 % - 5 % predice un prondstico peor en
los oligodendrogliomas (Heegard y col., 1995; Kros y col., 1996; Dehghani y col., 1998).

Oligoastrocitomas. Muchos, si no la mayoria, de los oligodendrogliomas aparecen con una mezcla celular regional
o intima de astrocitoma. Para el diagnéstico del glioma mixto, la proporcidon de cada uno debe ser sustancial, pero
otros autores difieren en sus opiniones con respecto a las cifras exactas; habitualmente una mezcla con un intervalo
del 10 % al 25 % del elemento menor se usa para diagnosticar un glioma mixto. Los oligoastrocitomas y los
oligoastrocitomas anaplasicos se corresponden con el grado Il o con el grado Ill de la OMS, respectivamente
(Kleihues y Cavenee, 2000). Las caracteristicas histolégicas de la anaplasia pueden estar presentes en cualquier
componente y afectaran negativamente al pronodstico. Dichas caracteristicas incluyen un notable pleomorfismo
celular, una elevada celularidad y una elevada tasa mitética. También puede observarse proliferacion microvascular
y necrosis. No se ha demostrado que el prondstico y la respuesta a la terapia dependan de la proporcion entre el
componente oligodendroglial y el astrocitico (Shaw y col., 1994), aunque paraddjicamente, el LI de la BrdU del
componente oligodendroglial es méas predictivo para la supervivencia que el componente astrocitico (Wacker y col.,
1994) y las progresiones tumorales muy avanzadas estan dominadas por el componente astrocitico.

3. Fenil N-terc-butil nitrona (PBN)
A. PBN

El compuesto fenil N-terc-butil nitrona (PBN) se sintetizd por primera vez en los afios 50, pero en 1968 se descubrid
que era muy Util para atrapar y estabilizar radicales libres en reacciones quimicas, y por lo tanto se denominé spin-
trap (capturador de radicales libres) (Janzen, 1971). Aunque la PBN es el prototipo de spin-trap, se han sintetizado
otras muchas nitronas y han resultado utiles para atrapar y caracterizar radicales libres en reacciones quimicas.
Estos spin traps se usaron inicialmente en reacciones quimicas, pero a mediados de los 70 comenzaron a usarse
para capturar radicales libres en sistemas bioquimicos y biolégicos (Floyd y col., 1977; Poyer y col., 1978). Los
estudios farmacocinéticos han demostrado que la PBN se distribuye facil y rapidamente practicamente igual en
todos los tejidos, tiene una semivida en ratas de aproximadamente 132 minutos y se elimina principalmente con la
orina. Se han realizado relativamente pocos estudios del metabolismo, pero se sabe que en el higado se produce
una cierta hidroxilacién del anillo (principalmente en la posicion para) del compuesto.
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Novelli fue el primero en demostrar que la PBN podria usarse para proteger animales experimentales de un choque
séptico (Novelli y col., 1986), y de hecho esto fue posteriormente confirmado por otros grupos (Pogrebniak y col.,
1992). El uso de la PBN y derivaciones como agentes farmacolégicos comenzé después de los descubrimientos de
1988 que demostraron que la PBN tenia actividad neuroprotectora en modelos experimentales de infarto cerebral
(Floyd, 1990; Floyd y col., 1996; Carney y col., 1991). Estos resultados se repitieron y se extendieron (véase Clough-
Helfman y col., 1991; Cao y col., 1994; Folbergrova y col., 1995; Pahlmark y col., 1996). Otros inventores han
resumido el amplio esfuerzo de investigacion farmacoldgica neuroprotectora de la PBN y sus derivados (Floyd, 1997;
Hensley y col., 1996). Ademas de las enfermedades neurodegenerativas, se ha demostrado que la PBN protege en
otros estados patoldgicos en los que hay implicados procesos mediados por ROS, incluyendo la diabetes y otros
muchos estados. La base mecanistica de por qué la PBN y algunos de sus derivados son neuroprotectores en
infartos experimentales y otros muchos modelos neurodegenerativos todavia no ha sido completamente elucidada.
Sin embargo, es claro que su accién no puede explicarse simplemente por su capacidad de atrapar radicales libres.

La formula general de las PBN es

H\ Prty
/C_N+\
X Y
en la que:
X es fenilo o
OR)n
ResH,
0]
I °
Z—C 6Z 0 CH=N
Y
y nes un nimero enterode 1 a 5; o
i
NH—C—2Z ;

Y es un grupo terc-butilo qué puede estar hidroxilado o acetilado en una o mas posiciones; fenilo; o
@Ow

CH, NH—C—z, ¢—02Z,

enlaque W es

OO0

0 Z; y Z es un grupo alquilo lineal o ramificado de C1 a Cs.
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B. Las PBN en el cancer

La patente de EE.UU. 5.569.902 describe el uso de agentes capturadores de radicales libres de nitrona para el
tratamiento del cancer. Especificamente, se describe la PBN y los compuestos relacionados como Utiles en la
preparacién de una dieta anticarcinégena y la preparacién de dichas dietas complementadas. Aquellos sujetos que
mas probablemente reciban beneficiosamente las nitronas incluirian: (1) aquellos cuyas pruebas pretumorales
indiquen una elevada probabilidad de presencia de tumores, (2) aquellos expuestos a entornos carcinébgenos muy
potentes y cuya probabilidad de progresion tumoral es alta, y (3) aquellos cuya predisposicion genética hace que su
probabilidad de desarrollar tumores sea alta.

La patente de EE.UU. 2007/0032453 describe el efecto de las fenil N-terc-butil nitronas (PBNs) anti-inflamatorias
sobre los gliomas usando técnicas de imagen por RM. La propia PBN fue capaz de controlar el desarrollo tumoral
cuando se proporciono a un sujeto antes, en el momento de o después, de la implantacion de un tumor. Por lo tanto,
se propuso usar la PBN, y los agentes capturadores de radicales libres o relacionados con nitronas, como agentes
terapéuticos para los gliomas.

C. 2,4-disulfonil fenil N-terc-butil nitrona (2,4-ds-PBN)

La patente de EE.UU. 5.488.145 describe la 2,4-disulfonil fenil N-terc-butil nitrona y sus sales farmacéuticamente
aceptables. Estos materiales se describieron como agentes farmacéuticos utiles para la administraciéon oral o
intravenosa a pacientes que padecian de oxidacion aguda en el sistema nervioso central, como sucede en un
infarto, o por la oxidacién gradual del sistema nervioso central, que puede mostrarse como una pérdida de funcion
progresiva del sistema nervioso central.

H
HOsS C==N—C(CH3)s

SOH

2,4-disulfonil PBN

Se esperaba que los dos grupos sulfonato de la 2,4-disulfonil PBN mostraran una mejor solubilidad en agua, pero
también se esperaba que mostraran un peor transporte a través de la barrera hematoencefalica debido a su caracter
lipéfobo. Sin embargo, cuando se elabord el presente compuesto y se ensayd in vivo, mostré un inesperado
aumento en su eficacia en comparacion con la PBN. Este aumento en la eficacia se produjo junto con un aumento
en la potencia en comparacion con la PBN. En contraste directo con este notable aumento en la potencia y la
eficacia, hubo una notable y significativamente alta disminucion en la toxicidad en comparacion con la PBN.

Estos resultados fueron inesperados porque, en la bibliografia general sobre la relacion entre estructura y actividad
dentro de familias especificas definidas de compuestos, la potencia terapéutica normalmente varia junto con la
toxicidad. Por lo tanto, los compuestos mas relacionados mantienen su proporcion entre potencia terapéutica y
toxicidad. Por el contrario, el compuesto de esta invencion se desvia de esta esperada relacion cuando su potencia
aumenta y su toxicidad disminuye con respecto a analogos estrechamente relacionados.

Consecuentemente, en un aspecto, la invencidon proporciona el compuesto PBN-disulfonilo y sus sales
farmacéuticamente aceptables. En un segundo aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas
administrables por via intravenosa y por via oral que tienen este compuesto o su sal como principio activo.

La 2,4-ds PBN puede existir a mayores pH en forma de una sal ionizada:

H
‘038 C==N—""C(CHs)3

SO5
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X038 — C(CHg)3

S05X

en las que X es un catién farmacéuticamente aceptable. Muy habitualmente, este cation es un material monovalente
tal como sodio, potasio 0 amonio, pero también puede ser un catiéon multivalente solo o en combinacion con un anion
monovalente farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, calcio con un anién cloruro, bromuro, yoduro, hidroxilo,
nitrato, sulfonato, acetato, tartrato, oxalato, succinato, palmoato o similares; magnesio con dichos aniones; cinc con
dichos aniones o similares. Cuando se ilustran estas combinaciones de un cation polivalente y un anién monovalente
en féormulas estructurales en este documento, el anion monovalente se identifica como "Y."

De entre estos materiales, los mas preferidos son el acido libre y las sales simples de sodio, potasio o amonio,
siendo también preferidas las sales de calcio y de magnesio, pero un poco menos.

La 2,4-ds PBN puede prepararse mediante una secuencia de reaccion en dos etapas. En la primera etapa se
convierte el comercialmente disponible butilnitrato terciario de (2-metil-2-nitropropano) en la correspondiente n-
hidroxilamina usando un catalizador adecuado tal como un catalizador acido activado de cinc/acido acético, o un
catalizador de amalgama de aluminio/mercurio. Esta reaccién puede llevarse a cabo en entre 0,5 y 12 horas, y
especialmente aproximadamente entre 2 y 6 horas o asi, a una temperatura de aproximadamente 15-100°C en un
medio de reaccion liquido tal como una mezcla de alcohol/agua en el caso del catalizador de cinc, o una mezcla de
éter/agua en el caso del catalizador de amalgama de aluminio.

En la segunda etapa, la recién formada hidroxilamina se hace reaccionar con acido 4-formal-1,3-bencenodisulfénico,
normalmente con un ligero exceso de la amina que se va a usar. Esta reaccion puede llevarse a cabo en unas
condiciones de temperatura similares.

Esta reaccion se completa generalmente en entre 10 y 24 horas.

El producto asi formado es el acido libre, y esta caracterizado por un peso molecular de 89 g/mol. Es un material
pulverulento blanco que se descompone con calor. Esta caracterizado por una solubilidad en agua de mas de 1 g/ml
y un espectro de RMN-'H en DO de 8,048 ppm (dd, 8,4, 1,7 Hz); 8,836 ppm (d, 8,4 Hz); 8,839 ppm (d, 1,7 Hz);
8,774 ppm (s).

Las diversas sales pueden formarse facilmente mezclando el acido libre en un medio acuoso con dos equivalentes
de la base apropiada, por ejemplo, KOH para la sal potésica, y similares.

Una sintesis se basa en el trabajo de R. H. Hinton y E. G. Janzen (J. Org. Chem. 57: 2646 - 2651, 1992). Implica la
condensacion de un aldehido con una hidroxilamina. La hidroxilamina es inestable y se prepara fresca el dia de su
uso usando un catalizador de cinc activado. La sintesis es como sigue.

Tabla 1 - Sustancias quimicas requeridas previamente

1. Etanol al 95 %
2. 2-Metil-2-nitropropano
3. Polvo de cinc
4. Acido acético glacial
5. Eter dietilico
6. Cloruro sédico saturado
7. Sulfato magnésico, anhidro, sélido
8. Acido 4-formil-1,3-bencensulfonico (PM 310,21 g/mol), sal disddica, hidrato
9. Metanol
10. Diclorometano
Tabla 2 - Preparacion de la N-t-butilhidroxilamina
1. Se equipa un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 500 ml con una barra de agitacién magnética, un
adaptador para termémetro, un termémetro y un embudo de adicion.
2. Se afadié etanol al 95 % (350 ml) al matraz y se enfrié hasta 10°C en un bafio de hielo.
3. Se afiadieron 2-metil-2-nitropropano (6,18 g, 0,060 mol) y polvo de cinc (5,89 g, 0,090 mol) en porciones
individuales.
4. Se puso acido acético glacial (10,8 g, 0,180 mol) en el embudo de adicion y se afiadié gota a gota con

agitacion vigorosa a una velocidad tal que se mantuviera la temperatura por debajo de 15°C.
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Se retir6 el bafio de hielo y la mezcla se agité durante 3 h a temperatura ambiente.

El disolvente se depurd de la mezcla, dejando t-butilhidroxilamina, acetato de cinc y agua.

Se afadié diclorometano (50 ml) y la mezcla se filtré a través de un embudo de Buchner.

La torta de acetato de cinc que quedd sobre el papel de filtro se lavé con 2 x 25 ml de diclorometano.

Se separd el agua del filtrado en un embudo de separacion y la capa organica se sec6 sobre sulfato

magneésico.

10.  El sulfato magnésico se elimind filtrando a través de papel de filtro estriado, después se depurd el
diclorometano mediante evaporacion rotatoria.

11.  El producto (rendimiento del 100 % = 5,34 g), un liquido viscoso, se disolvié en metanol (50 ml) para su uso a

continuacion.

©oND>O

Tabla 3 - Preparacion de la 2,4-disulfonilfenil-N-t-butilnitrona

1. Se prepard un matraz de fondo redondo de tres cuellos de 250 ml con una barra de agitacion magnética, un
tubo de dispersion de gas, un embudo de adicién y un condensador de Friedrichs enfriado con agua helada
recirculante.

2. Al matraz se afiadieron 200 ml de metanol, acido 4-formil-1,3-bencendisulfénico (9,31 g, 30 mmol) y N-t-

butilhidroxilamina (25 ml de la disolucidon en metanol de la parte A, 30 mmol tedricos).

La reaccién se calentod a reflujo con un revestimiento calefactor mientras se burbujeaba la reaccién con

nitrégeno, con agitacion.

La mezcla se puso a reflujo durante 2 horas.

Se afiadio el resto de la hidroxilamina anterior.

Se continud el reflujo con burbujeo de nitrégeno durante al menos 18 horas, pero no mas de 24 horas.

La mezcla de reaccion caliente se filtré en un embudo de Buchner, y el sélido se lavé con metanol caliente.

El metanol se depuré mediante evaporacion rotatoria hasta un aceite amarillo viscoso.

: Se afiadié etanol:acetona 1:1 caliente (200 mL) y la mezcla se calento para disolver el aceite.

10. Ladisolucion se enfrioé hasta cristalizar el producto.

11.  El producto se recogié en un embudo de Buchner y se secé a vacio hasta el dia siguiente.

12. La reaccién da normalmente un rendimiento del 75 % de I, un polvo blanco.

w
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Asimismo, en la técnica anterior se desvelan otros procedimientos de sintesis.
4. Tratamientos combinados

En una forma de realizacién, la 2,4-ds-PBN puede usarse junto con otra terapia para gliomas, tal como radiacion,
PCV, DFMO, CCNU o BCNU. Estas composiciones serian proporcionadas en una cantidad eficaz combinada para
destruir o inhibir la proliferacion celular. Este proceso puede implicar poner en contacto las células con los agentes al
mismo tiempo. Esto puede conseguirse poniendo en contacto la célula con una Unica composiciéon o formulacion
farmacoldgica que incluya ambos agentes, o poniendo en contacto la célula con dos composiciones o formulaciones
distintas, al mismo tiempo, en las que una composicioén incluye la 2,4-ds-PBN vy la otra incluye el segundo agente.

Alternativamente, la terapia con 2,4-ds-PBN puede preceder o seguir al tratamiento con el otro agente en intervalos
que varian desde minutos hasta semanas. En las formas de realizacion en las que el otro agente y la 2,4-ds-PBN se
aplican por separado a la célula, tejido u organismo, generalmente habria que asegurarse de que no pase un
periodo de tiempo significativo entre el momento de cada administracién, de forma que los agentes todavia serian
capaces de ejercer un efecto combinado ventajosamente sobre la célula. En dichos casos, se contempla que se
ponga en contacto la célula con ambas modalidades en aproximadamente 12 - 24 h el uno del otro, y mas
preferiblemente, en aproximadamente 6 - 12 h el uno del otro. En algunas situaciones, puede ser deseable prolongar
el periodo de tiempo de tratamiento significativamente, sin embargo, con un lapso de varios dias (2, 3, 4, 5,6 6 7)
hasta varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las respectivas administraciones.

Se contemplan multiples administraciones de cada agente. Por ejemplo, si la terapia con 2,4-ds-PBN es "A" y el
agente de terapia secundaria es "B," se contempla lo siguiente:

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/BB B/A/A A/B/B/B  B/A/B/B
B/B/B/A  B/B/A/B A/A/B/B  A/B/A/B A/B/B/A  BB/A/A
B/A/B/A  B/A/AB A/A/AIB  B/A/AJA AB/A/A AJA/B/A

Se evaluaran los pacientes para comprobar los cambios morfolégicos considerados independientes del tumor, y se
clasificaran usando los criterios de toxicidad habituales de NCI (neurotoxicidad). Aparte de las pruebas de
audiometria de la linea base, se realizan repetidas pruebas de audiometria para comprobar la ototoxicidad a
discrecion del médico para los pacientes que tengan signos de pérdida de audicidon o de progresién de la pérdida de
audicién mediante un examen neuroldgico. Ademas se realiza un recuento sanguineo quincenal, y se realizan
pruebas de creatinina sérica, fosfatasa alcalina, bilirrubina y alanina aminotransferasa antes de cada ciclo. Las dosis
pueden modificarse durante el curso del tratamiento, basandose principalmente en los recuentos de neutréfilos y de
plaquetas (vincristina, lomustina y matulane) o en la ototoxicidad (DFMO). Ocasionalmente se requieren reducciones
en la dosis de DFMO debido a la diarrea.
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A.PCV

La PCV es una terapia de combinacion de farmacos que emplea tres agentes diferentes - un derivado de hidracina,
matulane, una nitrosourea, lomustina y un agente de interaccién con la tubulina, vincristina. Se ha usado en varios
ensayos clinicos, muy notablemente por el inventor para evaluar su efecto sobre tumores de glioma y de
bulboblastoma de grado alto. El principal efecto secundario observado con la PCV era la mielotoxicidad limitante de
la dosis. Cada uno de los componentes de la PCV se describe a continuacion.

Deberia mencionarse que la presente invencion podria incluir el uso de BCNU en lugar de CCNU (lomustina) dado
que ambas son nitrosoureas. También se contempla que podria usarse CCNU y procarbacina o BCNU vy
procarbacina, sin vincristina, dado que la vincristina habitualmente se considera como el menos activo de los
farmacos de la combinacion de PCV.

Tanto las hidracinas como las nitrosoureas son agentes alquilantes. Como grupo, los agentes alquilantes forman
aductos quimicos covalentes con las moléculas celulares de proteinas, ADN y ARN, y con aminoacidos menores,
glutatiéon y compuestos quimicos similares. Generalmente, estos agentes alquilantes reaccionan con un atomo
nucledfilo en un constituyente celular, tal como un grupo amino, carboxilo, fosfato, sulfhidrilo de los acidos nucleicos,
proteinas, aminoacidos o glutatiéon. El mecanismo y el papel de estos agentes alquilantes en la terapia oncolégica no
es bien comprendido. Ademas de las hidracinas y las nitrosoureas, los agentes alquilantes incluyen: triacenos tales
como dacarabcina y temozolomida, mostazas nitrogenadas tales como clorambucilo, ciclofosfamida, isofamida,
mecloretamina, melfalano, mostaza de uracilo; aciridina tal como tiotepa; ésteres de metansulfonato tales como
busulfano; complejos de platino tales como cisplatino, carboplatino; alquiantes biorredutores, tales como mitomicina
y altretemina. Cualquiera de estos compuestos puede usarse conjuntamente o individualmente, en combinacién con
los compuestos de la presente invencion.

i. Hidracina y derivados de triaceno

La hidracina y los derivados de triaceno son similares a las nitrosoureas porque se descomponen espontaneamente
0 se metabolizan para producir iones de alquil carbonio, que alquilan el ADN. Esta clase de compuestos incluyen
matulane, dacarbacina y temozolomida.

El principio activo del matulane es el clorhidrato de procarbacina (N-isopropl-alfa-(2-metilhidracin)-p-toluamida,
monoclorhidrato). Esta disponible en Roche Laboratories, Inc. Fue aprobado en 1969 para el tratamiento de la
enfermedad de Hodgkin. La forma tipica es una capsula oral que contiene 50 mg de procarbacina en forma de
clorhidrato. Las dosis varian dependiendo de si se usa la procarbacina como un farmaco de combinacién con otros
farmacos antineoplasicos o como un unico agente terapéutico. Una directriz sugerida por el PDR para el uso del
agente individual es de 100 mg dos veces al dia durante 14 dias.

El modo exacto de las acciones del matulane no estéa claro. Hay algunas pruebas de que el farmaco actua inhibiendo
la sintesis de proteinas, ARN y ADN. Principalmente es metabolizado en el higado y en los rifiones, y parece ser
auto-oxidado al derivado azo con la liberacion de perédxido de hidrogeno. El derivado azo isomeriza a la hidrazona, y
después de la hidrdlisis, se divide o en un derivado de bencilaldehido y metilhidracina. La metilhidracina se degrada
adicionalmente a CO, y CH4, y posiblemente hidracina, mientras que el aldehido es oxidado al acido, que es
excretado en la orina.

El matulane muestra una actividad inhibidora de la monoamino oxidasa (IMAO), por lo que deberia seguirse una
dieta restringida en alimentos con un elevado contenido en tiramina. Los farmacos que deben evitarse durante la
terapia incluyen antihistaminicos, simpaticomiméticos, barbituricos, narcéticos, agentes hipotensores o fenotiacinas,
y alcohol etilico. Algunos alimentos también deben evitarse durante el tratamiento con procarbacina, tales como
quesos afejos, chocolates, frutos secos y platanos, ya que tedricamente podrian dar lugar a una complicacion
hipertensiva en algunos pacientes. También puede producirse una toxicidad inaceptable si se usa el matulane en
pacientes con un deterioro de la funcidn renal y/o hepatica. El tratamiento podria restringirse en el caso de signos o
sintomas del sistema nervioso central tales como parestesias, neuropatias o confusion; neutropenia (recuento
absoluto de neutrofilos por debajo de 1.500/ml), trombocitopenia (plaquetas por debajo de 100.000/ml), reacciones
de hipersensibilidad, ulceraciones o puntos persistentes de dolor alrededor de la cavidad oral, diarrea o heces
blandas, hemorragias o tendencia al sangrado.

Algunas reacciones adversas pero esperadas incluyen leucopenia, neutropenia, anemia y trombocitopenia. Algunos
efectos secundarios agudos referidos habitualmente son nauseas y vomitos durante o poco después de la
administracion de la dosis.

ii. Nitrosoureas

Las nitrosoureas representan un grupo de agentes terapéuticos alquilantes. Esta clase de compuestos incluye
lomustina, carmustina, semustina, esteptozocina y nimustina.
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(a) Lomustina

La lomustina es un agente alquilante sintético, también conocido como CCNU, con el nombre quimico de 1-(2-
cloroetil)-3-ciclohexil-1-nitrosourea. Fue aprobada en 1977 para el tratamiento de tumores cerebrales y de la
enfermedad de Hodgkin. Esta disponible en Bristol Myers Squibb como capsulas orales, disponibles en formas de 10
mg, 40 mg y 100 mg. Las dosis pueden variar dependiendo de si se usa la lomustina como un Unico agente o en una
combinacién ademas de otros agentes quimioterapicos. Como agente Unico en pacientes no tratados previamente,
la dosis recomendada por el PDR es de 130 mg como una unica dosis oral cada 6 semanas. La lomustina atraviesa
la barrera hematoencefalica.

Se cree que la CCNU alquila el ADN y el ARN. Tiene resistencias cruzadas con otras nitrosoureas y con algunos,
pero no todos, los agentes alquilantes. También puede inhibir varios procesos enzimaticos claves mediante la
carbamoilacion de aminoacidos de las proteinas.

Los efectos secundarios toxicos mas habituales y graves son una supresion de la médula ésea que conduce a
trombocitopenia y leucopenia, que puede contribuir a hemorragias e infecciones. La toxicidad en la médula 6sea es
acumulativa, y por lo tanto deben considerarse ajustes de la dosis sobre la base de los recuentos sanguineos en el
punto mas bajo procedentes de dosis previas.

(b) Carmustina

La carmustina, también conocida como BCNU, con el nombre quimico de N,N’-bis(2-cloroetil)-N-nitrosurea, es un
agente alquilante de nitrosurea aprobado por la FDA en 1977. La carmustina se ha usado durante muchos afios para
el tratamiento de tumores cerebrales primarios, y se usa para el tratamiento de gliomas. La carmustina esta
disponible en Bristol Meyers Squibb en envases que contienen viales 10 mg de carmustina y 3 ml de diluyente estéril
para su administraciéon mediante inyeccion i.v. Como un Unico agente, la carmustina se administra aproximadamente
a 150-200 mg/m2 cada 6 semanas. En regimenes de combinacion, la carmustina puede administrarse a una dosis
similar a la de la lomustina. Un modo alternativo de administracién es mediante obleas implantadas directamente en
el sitio del tumor (Gliadel® Wafer).

Los potenciales efectos secundarios incluyen supresion de la médula 6sea, anemia, diarrea, disminucién de los
recuentos de leucocitos y plaquetas, toxicidad pulmonar y dificultades en la deglucion.

iii. Agentes de interaccion con la tubulina

Los agentes de interaccidon con la tubulina interfieren en la divisién celular uniéndose a sitios especificos en la
tubulina, una proteina que polimeriza para formar los microtibulos celulares. Los microtibulos son unidades
estructurales criticas de la célula. Cuando los agentes de interaccién se unen a la proteina, la célula no puede
formar los microtubulos adecuadamente. Los agentes de interaccion con la tubulina incluyen vincristina y vinblastina,
ambos alcaloides, y los taxanos, tales como paclitaxel y docetaxel.

La vincristina esta disponible como Oncovin™ en Eli Lilly & Company y como sulfato de vincristina en Faulding.
También denominada vincaleucoblastina, un 22-oxo-, sulfato (1:1) (sal), la sal de un alcaloide obtenida a partir de
una hierba con flor habitual, la planta de la vinca. Se administran mediante inyeccién intravenosa. Fue aprobada en
1963 etiquetada para sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma, tumor de Wilm, neuroblastoma, enfermedad de Hodgkin
y leucemia.

El mecanismo de accion todavia se estd investigando; sin embargo, hay indicios de que esta implicada en la
inhibicién de la formacién de microtibulos en el haz mitético, dando como resultado una detencion de las células en
divisién en la metafase. El higado es el principal 6rgano excretor. La mayoria de una dosis intravenosa de vincristina
es excretada en la bilis tras una rapida unién a tejidos. La vincristina no parece atravesar la barrera
hematoencefalica.

Se ha informado de que la vincristina reduce los niveles sanguineos de medicamentos anticonvulsivos y aumenta la
actividad convulsivante. La reaccion adversa mas habitual es la pérdida de pelo. Aparece leucopenia, dolor neuritico
y estrefimiento, pero habitualmente durante menos de 7 dias.

B. DFMO

Hay numerosos tipos de canceres muy proliferativos asociados con un incremento de los niveles de las poliaminas
putrescina, espermidina y espermina en los tejidos tumorales y en la sangre y la orina de mamiferos con cancer. Los
estudios han demostrado que esto puede estar relacionado con un aumento en la sintesis de poliaminas por la
enzima limitante de la velocidad, la descarboxilasa de ornitina (ODC). La ruta sintética de la poliamina comienza con
la L-ornitina. Este aminoacido natural, aunque normalmente no esta incorporado en las proteinas, es parte del ciclo
de la urea que metaboliza arginina a ornitina y urea. La ornitina es convertida por la descarboxilasa de ornitina
(ODC) en putrescina y CO; y se considera que es la etapa limitante de la velocidad en la produccién de poliaminas.
Con la adicién de la propilamina donada desde la S-adenosilmetionina, la putrescina es convertida en espermidina.
La espermidina es convertida entonces en espermina por la sintetasa de espermina, de nuevo en asociacion con la
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descarboxilaciéon de la S-adenosilmetionina. La putrescina, la espermidina y la espermina representan tres
poliaminas importantes en los tejidos de mamiferos. Las poliaminas se encuentran en los tejidos animales y en
microorganismos, y se sabe que juegan un importante papel en el crecimiento y la proliferacion celular. Aunque no
se conoce el mecanismo exacto del papel de las poliaminas en el crecimiento y la proliferacion celular, parece que
las poliaminas pueden facilitar los procesos macromoléculares tales como la sintesis de ADN, ARN o proteinas. Se
sabe que los niveles de poliaminas estan altos en los testiculos, la prostata ventral y el timo, en lesiones psoriaticas
de la piel y en otras células que experimentan procesos de crecimiento rapido.

También se sabe que la rapida proliferacion del tejido tumoral estda marcada por una elevacion anormal de los
niveles de poliaminas. Asi, las poliaminas también pueden jugar un importante papel en el mantenimiento del
crecimiento tumoral. Por lo tanto, los inhibidores de la ODC, tales como la DFMO, pueden ejercer su efecto
terapéutico bloqueando la formacién de las poliaminas, y ralentizando, interrumpiendo o deteniendo asi la
proliferacion o la metastasis del tejido tumoral.

La DFMO (a-difluorometilornitina, eflornitina, Ornidil®) es un analogo estructural del aminoacido L-ornitina y tiene
una férmula quimica Ce¢H12N202F2 - la DFMO puede emplearse en los procedimientos de la invencién como una
mezcla racémica (50/50) de los enantibmeros D y L, o como una mezcla de los isémeros D y L en la que el isémero
D esta enriquecido con respecto al isémero L, por ejemplo, el 70 %, 80 %, 90 % o mas en peso del isémero D con
respecto al isémero L. La DFMO empleada también puede estar sustancialmente exenta del enantiéomero L.

El efecto téxico limitante de la dosis de la DFMO es la trombocitopenia (anormalmente pocas plaquetas en sangre),
que se produce en aproximadamente el 50 % de los pacientes, leucopenia (anormalmente pocos leucocitos) o
anemia. Este efecto tdxico es relativamente perjudicial y reversible, y cesa al retirar el farmaco.

Se ha evaluado el efecto de un inhibidor de la ODC para el control de la tasa de crecimiento de tejido tumoral de
proliferacion rapida en modelos tumorales animales estandar. Por ejemplo, se ha demostrado el efecto antitumoral
de la DFMO en los siguientes modelos animales tumorales: leucemia L1210 en ratones, tumor EMT6 en ratones
Balb/C, tumores mamarios inducidos por 7,12-dimetilbenzantraceno (inducidos por DMBA) en ratas y hepatoma de
Morris por DFMO 7288C o 5123 en ratas Buffalo. Ademas, se ha demostrado el efecto antitumoral de la DFMO en
combinacién con diversos agentes citotéxicos como sigue: (a) en combinacion con vindesina o adriamicina en
ratones con leucemia L1210, en hepatoma de Morris 7288C en ratas Buffalo y en tumor EMT6 en ratones, (b) en
combinacién con arabinésido de citosina en leucemia L1210 en ratones, (c) en combinaciéon con metotrexato en
leucemia L1210 en ratones, (d) en combinacion con ciclofosfamida en tumor EMT6 en ratones y en tumor inducido
por DMBA en ratones, (e) en combinacion con BCNU en el tumor cerebral glioma 26 en ratones, y (f) en
combinacién con MGBG en leucemia L1210 en ratones, en hepatoma de Morris 7288C en ratas Buffalo, en leucemia
linfocitica P388 en ratones, y en sarcoma S-180 en ratones.

Aunque la DFMO puede efectivamente bloquear la biosintesis de putrescina en el tumor, el efecto antitumoral
resultante es la citostasis, no la citotoxicidad. Por ejemplo, la DFMO reduce la tasa de crecimiento de un sarcoma
MCA, pero no produce la regresion del tumor. Este hallazgo es coherente con los informes de otros investigadores
que demostraron que la DFMO es un agente citostatico. Sin embargo, algunos estudios indican que puede existir un
papel significativo para los agentes de DFMO que permitan el futuro desarrollo de regimenes quimioterapéuticos de
combinacién que incorporen la DFMO.

La promesa inicial de la DFMO como inhibidor terapéutico de la ODC para su uso en el tratamiento de diversas
neoplasias se ha debilitado un poco porque, aunque de hecho la DFMO inhibe irreversiblemente la actividad de la
ODC, las células tratadas in vivo con DFMO aumentan significativamente su captacion de putrescina exdgena,
segun se describe en la patente de EE.UU. 4.925.835. Los mecanismos de transporte intercelular de la célula
realizan una "maniobra evasiva" alrededor de la actividad de la ODC deteriorada por la DFMO, importando la
putrescina desde el medio extracelular. Por lo tanto, el efecto de la DFMO in vivo es bastante menor que in vitro. Por
lo tanto, aunque el tratamiento con DFMO inhibe efectivamente la neogénesis intracelular de putrescina, también
produce un aumento en la captacién de putrescina extracelular, compensando asi su efecto inhibidor de la ODC.

Este problema se ve exacerbado por el hecho de que la putrescina esta presente en muchos alimentos habituales,
tales como el zumo de pomelo, que contiene aproximadamente 400 ppm de putrescina. Esto hace practicamente
imposible proporcionar a un paciente una dieta nutricionalmente eficaz que esté exenta de putrescina. Por lo tanto,
las células tratadas con DFMO son capaces de importar suficientes cantidades de putrescina extracelular para
ayudar a la division celular.

Las estrategias para hacer mas aceptable la DFMO en pacientes humanos se describen en la patente de EE.UU.
4.859.452. Se describen formulaciones de DFMO que incluyen aminoacidos esenciales en combinacién con arginina
u ornitina para ayudar a reducir la toxicidad inducida por la DFMO.

C. Radiacién

Algunos factores que provocan dafos en el ADN y que han sido usados ampliamente para la terapia oncoldgica
incluyen lo que habitualmente se conoce como rayos y, rayos X y/o la administracion dirigida de radioisétopos a
células tumorales. También estan contempladas otras formas de factores de dafios al ADN, tales como microondas
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y radiacién UV. Es muy probable que todos estos factores efectien amplio rango de dafios en el ADN, en los
precursores del ADN, en la replicacidon y en la reparacion del ADN, y en el ensamblaje y el mantenimiento de los
cromosomas. Los intervalos de dosificaciéon para los rayos X varian desde dosis diarias de 50 a 200 roentgens para
periodos prolongados de tiempo (de 3 a 4 semanas), hasta dosis individuales de 2.000 a 6.000 roentgens. Los
intervalos de dosificacion para los radioisétopos varian ampliamente y dependen de la semivida del isétopo, de la
fuerza y del tipo de radiacién emitida y de la captacion por las células neoplasicas. Los términos "contactada" y
"expuesta", cuando se aplican a una célula, se usan en este documento para describir el proceso mediante el cual
un constructo terapéutico y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico son suministrados a una célula objetivo o
son colocados directamente en yuxtaposicion con la célula objetivo. Para conseguir la destruccién o la estasis
celular, ambos agentes son suministrados a una célula en una cantidad combinada eficaz para destruir la célula o
evitar que se divida.

D. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer experimentaron cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, diagnostica o de clasificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa como tratamiento del cancer puede
usarse junto con otras terapias, tales como el tratamiento de la presente invencién, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas. La cirugia curativa incluye la reseccion, en
la que todo o parte del tejido canceroso se elimina, extirpa y/o destruye fisicamente. La reseccién del tumor se
refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la reseccion del tumor, el tratamiento por
cirugia incluye la cirugia por laser, la criocirugia, la electrocirugia y la cirugia controlada microscépicamente (cirugia
de Mohs). Adicionalmente se contempla que la presente invencién pueda usarse junto con la eliminacion de
canceres superficiales, precanceres o cantidades menores de tejido normal.

5. Formulaciones farmacéuticas

La presente invencién desvela numerosas composiciones, que en ciertos aspectos de la invencién, son
administradas a animales. Por ejemplo, seran formulados para su administracién la 2,4-ds-PBN, asi como varios
agentes quimioterapéuticos secundarios. Cuando se contemplan aplicaciones clinicas sera necesario preparar
composiciones farmacéuticas de estos compuestos y composiciones en una forma apropiada para la aplicacion
pretendida. Generalmente, esto implicara la preparacion de composiciones que estén esencialmente exentas
pirégenos, asi como de otras impurezas que podria ser perjudiciales para los seres humanos o los animales.

Generalmente se desearia emplear las sales y tampones apropiados para hacer que los agentes sean adecuados
para su introduccion en un paciente. Las composiciones acuosas de la presente invencion comprenden una cantidad
eficaz del agente, disuelta o dispersada en un portador o medio acuoso farmacéuticamente aceptable. La frase
"farmacéuticamente o farmacolégicamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen reacciones adversas, alérgicas ni otras reacciones adversas cuando se administran a un animal o a un ser
humano. Segun se usa en este documento, "portador farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cualesquiera de
los disolventes, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
retardantes de la absorcion y similares. El uso de dichos medios y agentes con sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la materia. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea
incompatible con los vectores o células de la presente invencidon, se contempla su uso en composiciones
terapéuticas. En las composiciones también pueden incorporarse principios activos complementarios, tales como
otros agentes antineoplasicos.

Las disoluciones de los principios activos como base libre o sales farmacéuticamente aceptables pueden prepararse
en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropil celulosa. Las dispersiones también
pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos, mezclas de los mismos y en aceites. En unas condiciones
de almacenamiento y uso ordinarias, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos. Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y reponedores de nutrientes. Los conservantes
incluyen agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. El pH y la concentracion exacta
de los diversos componentes del farmaco se ajustan segun parametros bien conocidos.

Una cantidad eficaz de los agentes se determina basandose en el objetivo pretendido. El término "dosis unitaria" se
refiere a una unidad fisicamente pequefia adecuada para su uso en un sujeto, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de la composicion terapéutica, calculada para producir la respuesta deseada en asociacion
con su administracién, es decir, la via apropiada y el régimen de tratamiento. La cantidad que se va a administrar,
tanto segun el numero de tratamientos como la dosis unitaria, dependera del sujeto que se va a tratar, del estado del
sujeto y de la proteccidon deseada. Las cantidades precisas de la composicion terapéutica también dependen del
juicio del médico, y son peculiares para cada individuo.

A. Administracién enteral

Los compuestos activos de la presente invencion pueden formularse ventajosamente para su administracion enteral,
por ejemplo, formulados para su administracién oral. Las formas farmacéuticas pueden incluir aceite de sésamo,
aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la preparacion extemporanea de composiciones
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ingeribles, incluyendo comprimidos, pildoras y capsulas. También se contempla que los agentes de la presente
invencién puedan proporcionarse en forma de un aditivo alimentario e incorporarse en un programa dietético diario.
Todas estas formas se eligen generalmente para que sean estériles y estables en las condiciones de elaboracion y
de almacenamiento.

Los compuestos activos pueden formularse en una composicion en forma neutra o de una sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion acida (formadas con los grupos amino libres de la proteina)
y que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, los acidos clorhidrico o fosférico, o con acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El portador también puede ser un medio disolvente o de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, un poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y
aceites vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, para el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion, y mediante el
uso de tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos puede llevarse a cabo mediante diversos
agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y
similares. En muchos casos sera preferible incluir agentes de isotonicidad, por ejemplo, azucares o cloruro sodico.
La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede llevarse a cabo mediante el uso en las
composiciones de agentes retardantes de la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones estériles inyectables se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en
el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
de una esterilizacién por filtracion. Generalmente las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion bésico y los otros ingredientes
requeridos de entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los procedimientos particulares de preparacion son técnicas de secado a vacio y
de liofilizacién, que proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado, a partir
de una disolucion previamente filtrada estéril de los mismos.

B. Otras vias de administracion

Ademas de los compuestos formulados para su administracién enteral, se contemplan formulaciones parenterales
tales como la inyeccion intravenosa o intramuscular. La administracién también puede ser nasal, bucal, rectal,
vaginal o tépica. Alternativamente, la administracion puede ser mediante inyeccion intradérmica, subcutanea o
intraperitoneal. También se contempla la perfusiéon continua a través de un catéter. Dichas composiciones se
administrarian normalmente como composiciones farmacéuticamente aceptables, descritas mas arriba.

6. Ejemplos

Los siguientes ejemplos estan incluidos para demostrar formas de realizacién particulares de la invencion. Los
expertos en la materia deberia apreciar que las técnicas desveladas en los ejemplos que siguen representan
técnicas descubiertas por el inventor que funcionan bien en la practica de la invencion, y por lo tanto, puede
considerarse que constituyen especificamente modos contemplados para su practica. Sin embargo, los expertos en
la materia deberian apreciar, a la luz de la presente desvelacion, que pueden realizarse muchos cambios en las
formas de realizacion especificas que se desvelan, y aun asi obtener un resultado parecido o similar sin desviarse
del espiritu y el ambito de la invencion.

Ejemplo 1

Los inventores usaron un procedimiento de implantacién de células de glioma C6 de rata, ampliamente aceptado en
el campo de investigacion de los gliomas, como un buen modelo de gliomas. Para inducir el glioma en ratas, se
inyectaron células de glioma C6 de rata (se inyectaron 10° células en 10 ul en la corteza cerebral de ratas Fischer
344 macho. Quince dias después se administrd por via oral la 2,4-ds-PBN a través del agua de bebida (0,015 %,
17,5 mg/kg). La eficacia de la 2,4-ds-PBN se evalud segun los patrones de crecimiento y tasas de crecimiento del
tumor usando procedimientos con imagenes por resonancia magnética (RM) (imagenes ponderadas en T1/T2)
durante el transcurso de un mes.

Las FIGS. 1A - C muestran un ejemplo del desarrollo progresivo de un glioma de rata en los dias 10 (FIG. 1A), 15
(FIG. 1B) y 18 (FIG. 1C) después de la implantacion intracerebral de células de glioma C6 de rata. También se
realizaron evaluaciones histologicas para el modelo de glioma C6 de rata. Las FIGS. 2-1(a) - 2-2(c) muestran cortes
histolégicos representativos de regiones asociadas con el glioma, y de tejido de control comparativo en el lado
contralateral. Los datos de inmunohistoquimica para el factor de von Willebrand indican que hay presente una
proliferacion de células endoteliales en los centros necréticos (FIG. 2-2c), y se revelan pequefios vasos sanguineos
en otras partes del glioma (FIG. 2-2b), mientras que no hay presencia de nueva vasculatura en el corte de control
(FIG. 2-2a), lo que indica la presencia de angiogénesis asociada a la formacion del glioma.
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La FIG. 4 representa una serie de imagenes por RM tomadas durante un periodo de 25 dias para un grupo de
control no tratado, y datos representativos (mejor caso, efecto intermedio y peor caso) para ratas tratadas con 2,4-
ds-PBN (a través de la administracion con el agua de bebida a una dosis de 17 mg/kg/dia). Los estudios de la 2,4-
ds-PBN indicaron que se observé un efecto similar al observado para la PBN, donde los volimenes del tumor de
glioma C6 estaban significativamente disminuidos (disminucién >15 veces; n = 15 para ratas tratadas con 2,4-ds-
PBN, y n = 5 para las ratas no tratadas) en ratas tratadas con 2,4-ds-PBN (véase la FIG. 5). Las ratas tratadas con
2,4-ds-PBN consiguieron una supervivencia >80 % durante el periodo de estudio de 40 dias (n = 15), en
comparaciéon con las ratas no tratadas (n = 5). No se observaron efectos secundarios durante el periodo de
tratamiento. Los principales signos de efectos adversos que se monitorizaron incluian pérdida de peso, alteraciones
en la piel y cambios en el comportamiento y en la postura. No se detectaron efectos toxicos (examen macroscopico
de tejidos/6rganos durante las necropsias y valoracion histolégica). La FIG. 6 ilustra uno de los posibles mecanismos
de la 2,4-ds-PBN, en el que en células C6, se encuentra que es pro-apoptdtico segun aumenta la concentracion.

Sin embargo, los estudios también demostraron que la PBN inhibia significativamente la proliferacion celular de una
forma dependiente de la concentracion, pero por el contrario, las 2,4-ds-PBN y S-PBN mostraron un efecto pequefio.
Los inventores examinaron entonces las expresiones de las proteinas iINOS y VEGF en las células C6 tratadas con
la 2,4-ds-PBN. EIl tratamiento con la 2,4-ds-PBN (100 pM) disminuyo significativamente la expresion de iNOS
(disminucion de aproximadamente el 75 %) en comparacién con la PBN (disminucion del 5 % a 100 uM), y la
expresion del VEGF se redujo en un 50 % cuando las células se trataron con 2,4-ds-PBN 5 mM. Estos resultados
sugieren que la supresion tumoral por parte de la 2,4-ds-PBN depende de la disminucion en la angiogénesis, la
disminucion en iINOS, asi como del aumento de la apoptosis mas que de la inhibicidon del crecimiento celular. El
efecto de cada compuesto de nitrona sobre las células mostré la misma tendencia que en el modelo de rata,
sugiriendo que el modelo celular puede replicar in vivo el mecanismo de regresion tumoral en este modelo. A partir
de estos estudios puede concluirse que la 2,4-ds-PBN disminuye significativamente los volimenes tumorales, asi
como que incrementa la probabilidad de supervivencia del sujeto.
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REIVINDICACIONES

1. 2,4-disulfonil fenil terc-butil nitrona (2,4-ds-PBN) para su uso en un procedimiento de (a) tratamiento de un glioma
mediante la inhibiciéon de la vascularizacion, del crecimiento o de la diseminacién de dicho glioma, (b) inhibicién del
desarrollo del glioma y (c) inhibicién de la reaparicion del glioma.

2. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento incluye la administracion de 2,4-ds-PBN
a través de una via que requiere el subsiguiente paso de la 2,4-ds-PBN a través de la barrera hematoencefalica.

3. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 2, en el que la via es enteral, intravenosa o intraarterial.

4. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 3, en el que la via enteral es un complemento dietético de un
componente alimenticio, o esta en forma de una pildora o un liquido.

5. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 4, en el que la cantidad eficaz de la 2,4-ds-PBN es desde
aproximadamente el 0,005 % p/p hasta aproximadamente el 0,1 % p/p de la dieta que se esta administrando.

6. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento incluye la administracion de la 2,4-ds-
PBN en una dosis que varia desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 150 mg/kg de peso corporal por dia.

7. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacién 1, en el que dicho glioma es un astrocitoma, un oligodendroglioma o
un glioblastoma multiforme.

8. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 1 (a), en el que el glioma es un glioma recurrente o metastasico, o en
el que el glioma ha sido tratado previamente con una o mas terapias anti-glioma y estas terapias han fracasado.

9. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicaciéon 1, en el que el procedimiento (a) esta apoyado por una terapia anti-
glioma secundaria, en particular, por radiacién, cirugia o quimioterapia, tal como lomustina, vincristina, matulane,
PCV (una combinaciéon farmacoldgica de matulane, lomustina y vincristina), BCNU (carmustina), CCNU (lomustina)
y/o DFMO (eflornitina).

10. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento (b) es para el tratamiento de un sujeto
que tiene antecedentes familiares de cancer o que ha sido expuesto a un entorno carcinégeno, en particular, en el
que el entorno carcindgeno incluye la exposicién a compuestos N-nitrosos o a radiacion X.

11. 2,4-ds-PBN para el uso de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento (c) esta apoyado por un segundo
agente que inhibe la aparicién de gliomas.
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FIG. 1A

FIG. 1B

FIG. 1C
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