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DESCRIPCION
N,N’ Dioxidos de 3,3’,4,4’-tetrahidroxi-2,2’-bipiridina para el tratamiento de carcinoma de células renales

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en general al tratamiento del cancer. Mas especificamente esta invenciéon
se refiere al uso de N,N’-diéxidos de 3,3',4,4’-tetrahidroxi-2,2’-bipiridina, especialmente N,N’-diéxido de
3,3',4,4’-tetrahidroxi-2,2’-bipiridina (orelanina), para el tratamiento de cancer renal, particularmente carcino-
ma de células renales procedente de células tubulares proximales renales.

Antecedentes de la invencién

El cdncer aparece en mas de 100 diferentes formas que afectan a casi todas las partes del cuerpo. Durante
toda la vida, las células sanas en el cuerpo se dividen, crecen y se reemplazan a si mismas de un modo
controlado. El cancer resulta cuando los genes que dictan esta division celular funcionan de manera inco-
rrecta y las células comienzan a multiplicarse y crecer fuera de control. Una masa o grupo de estas células
andmalas se denomina tumor. No todos los tumores son cancerosos. Los tumores benignos, tales como lu-
nares, dejan de crecer y no se propagan a otras partes del cuerpo. Sin embargo, los tumores cancerosos o
malignos, siguen creciendo y sofocan las células sanas, interfieren con funciones corporales y extraen nu-
trientes de los tejidos corporales. Los tumores malignos pueden propagarse a otras partes del cuerpo a
través de un proceso denominado metastasis. Las células del “tumor madre” se desprenden, migran a
través de los vasos sanguineos o linfaticos o al interior del pecho, abdomen o pelvis, dependiendo del tu-
mor, y forman eventualmente nuevos tumores en otra parte en el cuerpo.

El cancer en el rifién constituye aproximadamente el 3% de todos los tumores sélidos. Aproximadamente el
85% de los tumores renales se clasifican como carcinoma de células renales (RCC). Aproximadamente el
80% de los RCC diagnosticados se originan a partir de las células epiteliales que recubren las partes proxi-
males de los ductos que forman la orina de los rifiones, los tubulos. Debido a su aspecto en el microscopio,
se conoce este tipo de cancer o bien como carcinoma de células claras renales (RCCC, 65%) o carcinoma
papilar de células renales (RPCC, 15%). Aunque el RCCC y el RPCC constituyen el 80% de los RCC diag-
nosticados, son responsables de cerca del 100% de las muertes por carcinoma de células renales.

El factor mas importante en la prediccién del prondstico es el estadio. El estadio describe el tamafio del
cancer y como de profundamente se ha propagado mas alla del rifién. El sistema de estadificaciéon del Co-
mité Conjunto Americano sobre el Cancer (AJCC, American Joint Committee on Cancer) se conoce como
sistema TNM. La letra T seguida por un nimero de desde 1 hasta 3 describe el tamafio del tumor y la pro-
pagacion a tejidos vecinos. Los niumeros de T mas altos indican un tumor mayor y/o una propagacion mas
extensiva a tejidos cerca del rifién. La letra N seguida por un niumero de desde 0 hasta 2 indica si el cancer
se ha propagado a los ganglios linfaticos cerca del rifién y, si es asi, cuantos estan afectados. La letra M
seqguida por 0 6 1 indica si el cancer se ha propagado o no a 6rganos distantes.

Estadio I: El tumor es de 7 cm (aproximadamente 2 3/4 pulgadas) o menor, y se limita al rifion. No hay pro-
pagacion a ganglios linfaticos u érganos distantes.

Estadio II: El tumor es mayor de 7,0 cm pero aun se limita al riidn. No hay propagacion a ganglios linfaticos
u érganos distantes.

Estadio Ill: Incluye tumores de cualquier tamafio, con o sin propagacion al tejido graso alrededor del rifion,
con o sin propagacion a las venas de gran calibre que conducen desde el rifién hasta el corazén, con pro-
pagacion a un ganglio linfatico cercano, pero sin propagacién a ganglios linfaticos distantes u otros érganos.
El estadio Il también incluye tumores con propagacion a tejido graso alrededor del rifion y/o propagacion a
las venas de gran calibre que conducen desde el rifion hasta el corazon, que no se han propagado a ningun
ganglio linfatico u otros érganos.

Estadio IV: Este estadio incluye cualquier cancer que se ha propagado directamente a través del tejido gra-
so y el tejido similar al ligamento de la fascia que rodea el rifién. El estadio IV también incluye cualquier
cancer que se ha propagado a mas de un ganglio linfatico cerca del rifién, a cualquier ganglio linfatico no
cerca del rifidn o a cualquier otro 6rgano tal como los pulmones, hueso o cerebro.
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Definiciones detalladas de cancer de células renales, categorias T, N, M, y agrupaciones de estadio:

Tumor primario (T):
TX: No puede evaluarse el tumor primario

TO: Sin evidencia de tumor primario

T1: Tumor de 7 cm 0 menos, limitado al rifidn

T2: Tumor superior a 7 cm, limitado al rifién

T3: El tumor se extiende a las venas principales/tejido adrenal/perirrenal; no mas alla de la fascia de Gerota
T3a: El tumor invade la grasa adrenal/perirrenal

T3b: El tumor se extiende a la(s) vena(s) renal(s) o a la vena cava por debajo del diafragma

T3c: El tumor se extiende a la vena cava por encima del diafragma

T4: El tumor invade mas all4 de la fascia de Gerota

N - Ganglios linfaticos regionales
NX: No pueden evaluarse los ganglios regionales

NO: Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1: Metastasis en un Unico ganglio linfatico regional
N2: Metastasis en mas de un ganglio linfatico regional

M — Metastasis distante
MX: No puede evaluarse la metastasis distante

MO: Sin metastasis distante
M1: Metastasis distante

Como regla general, el cancer en estadio | o Il se trata mediante extirpacion quirargica del rifion afectado y
el prondstico para la recuperaciéon es bueno. Por el contrario, los canceres renales de estadio Il o IV estan
asociados con tasas de supervivencia muy bajas, y el Instituto Nacional del Cancer declara en su sitio web
gue “practicamente ningln paciente con cancer de células renales en estadio IV puede curarse.”

El Instituto Nacional del Cancer estima que 49.096 nuevos casos de cancer renal fueron diagnosticados en
los EE.UU. en 2009 (16/105 ciudadanos) con 11.033 muertes resultantes (3,6/105 ciudadanos). Los nimeros
correspondientes para la Unién Europea (2006) son 65.051 diagndsticos (7,8/10° ciudadanos) y 27.326
muertes (3,3/10° ciudadanos) (Observatorio Europeo del Céancer: http://eu-cancer.iarc.fr/cancer-19-
kidney.html,en). Las estimaciones a nivel mundial (2006) son 209.000 casos diagnosticados (3,2/10° ciuda-
danos) y 102.000 muertes (1,6/105 ciudadanos) (Gupta et al. Cancer Treat. Rev. 34, 193-205; 2008). La in-
cidencia aparentemente mayor en los EE.UU. se debe al hecho de que el NCI notifica conjuntamente el
cancer de la pelvis renal (que es relativamente facil de tratar) con los carcinomas de células renales. La in-
cidencia global y tasas de mortalidad menores se deben probablemente, al menos en parte, al bajo dia-
gnostico en grandes areas del Tercer Mundo.

El principal problema con la técnica convencional es que, tal como se menciond anteriormente, el resultado
para cualquier paciente diagnosticado con cancer renal esta dictado en gran medida por el momento del
diagnostico. Si se diagnostica la enfermedad antes de que se haya propagado el tumor fuera del rifién la
probabilidad de supervivencia es buena, de lo contrario la mayoria de los pacientes muere por la enferme-
dad. El principal motivo para eso esto que el carcinoma de células renales no responde a ninguna terapia
convencional con farmacos citostéaticos y/o citotéxicos, tales como cisplatino, carboplatino, docetaxel, pacli-
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taxel, fluorouracilo, capecitabina, gemcitabina, irinotecan, topotecan, etopésido, mitomicina, gefitinib, vincris-
tina, vinblastina, doxorubicina, ciclofosfamida, celecoxib, rofecoxib y/o valdecoxib.

Diversas soluciones se describen en la técnica anterior. La quimioterapia convencional contra carcinoma de
células renales esta contraindicada en general debido a baja eficacia y efectos secundarios extensivos. Por
tanto se han buscado modalidades de tratamiento alternativo, y pueden dividirse en diversas categorias:

1) Antiangiogénesis. En esta estrategia se privé al tumor de nutrientes y oxigeno a través de la inhibicién de
formacién de los vasos sanguineos necesarios para el suministro al tejido tumoral. Esto puede lograrse de
diversas maneras: 1a) inhibicion de factores de crecimiento circulantes, tales como VEGF, PDGF y PIGF,
mediante tratamiento con anticuerpos dirigidos contra estos factores de crecimiento; 1b) bloqueo de recep-
tores para factores de crecimiento vascular en células diana con anticuerpos dirigidos contra los receptores;
y 1c) tratamiento con moléculas mas pequefias que interfieren con la funcion del receptor de tal manera que
la unién de un factor de crecimiento vascular a su receptor no provoca el efecto angiogénico fisiologico.

2) Tratamiento inmunomodulador. Esta estrategia intenta estimular el sistema inmunitario endégeno para
reconocer las células tumorales como extrafias y empezar a luchar contra ellas. La estimulacién inmunitaria
como tratamiento contra el cancer renal sigue dos rutas principales: 2a) tratamiento con interleucina-2 (IL-2);
y 2b) terapia con interferén-alfa (IFNc).

Todas las estrategias de tratamiento alternativo mencionadas anteriormente mejoran significativamente el
periodo de vida de algunos pacientes con cancer renal en un estadio avanzado. Sin embargo, el efecto es
del orden de s6lo pocos meses, y el tratamiento estd asociado con numerosos efectos secundarios graves.
Muy a menudo el tumor se adapta al tratamiento que entonces debe interrumpirse. Esto va seguido por una
tasa acelerada de crecimiento tumoral. Estrategias recientes para el tratamiento de cancer renal se han re-
visado por Garcia et al. (“Recent progress in the management of advanced renal cell carcinoma.” CA Can-
cer. J. Clin. 57(2): 112-25 (2007)) y por Atkins et al. (“Innovations and challenges in renal cell carcinoma:
summary statement from the Second Cambridge Conference.” Clin. Cancer. Res. 13(2 Pt 2): 667s-670s
(2007)).

Una revision de la bibliografia indica que muchos de los enfoques terapéuticos se originan de la identifica-
cion de marcadores de cancer mas o menos especificos y el uso de estos marcadores para provocar una
respuesta inmunitaria del huésped dirigida contra el tejido tumoral invasor. Asi, el documento
US2006134708 da a conocer varios marcadores moleculares de cancer de rifién y urotelial, concretamente
IGFBP-3 (proteina 3 de union al factor de crecimiento similar a insulina), ANGPTL4 (proteina 4 similar a an-
giopoyetina) y ceruloplasmina, asi como anticuerpos monoclonales dirigidos contra dichos marcadores, con
fines de diagnéstico. Se describe el uso a nivel de péptido y acido nucleico de compuestos antisentido diri-
gidos contra los marcadores dados a conocer. Ademas, se contempla el uso de anticuerpos monoclonales
contra los marcadores, conjugandose los anticuerpos con agentes citotoxicos, como realizacion terapéutica
asociada con efectos secundarios menos graves de los agentes citotdxicos debido al direccionamiento pro-
porcionado por el anticuerpo (también conocido como concepto “panacea”). En el documento CN1359941
se adopta una estrategia similar, basada en diferentes antigenos asociados a tumor.

El documento US6403373 da a conocer moléculas de acido nucleico asociadas con cancer de colon, renal y
de estdmago, cuyos productos peptidicos dan lugar a la produccién de anticuerpo en un huésped. Se con-
templa el uso de los péptidos en un enfoque de vacuna. El documento EP0160250 da a conocer anticuer-
pos monoclonales para el diagnéstico de carcinoma renal y menciona la posibilidad de conjugar éste con
diversos agentes citotoxicos.

El documento WO2007059082 da a conocer la aparicion del antigeno TIM-1 (célula T, inmunoglobulina o
dominio mucina 1), que se asocia con la proliferacién celular, en cancer de ovarios y renal. Se ensefia el
uso de anticuerpos producidos contra TIM-1 para el tratamiento de cancer de ovarios y renal, asi como la
conjugacion de agentes terapéuticos (toxinas, radiois6topos o agentes quimioterapicos) con dichos anti-
cuerpos como medio de destruccion dirigida de células tumorales.

El documento US6440663 da a conocer varios genes expresados por células de cancer renal, cuyos pro-
ductos conducen a la produccion de anticuerpos en el huésped. Se describen diversos enfoques para pro-
vocar 0 aumentar una respuesta inmunitaria en el huésped hacia el tejido que expresa los genes dados a
conocer, incluyendo la produccion de células T citotoxicas y la transfeccion de células huésped con los ge-
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nes dados a conocer o fragmentos de los mismos, seguido por la reintroduccion de dichas células en el
huésped.

El documento US 2005261178 da a conocer la administracion conjunta de un anticuerpo monoclonal
(G250), dirigido contra un antigeno (anhidrasa carbonica 1X) expresado en la mayoria de los canceres rena-
les, y las citocinas interleucina-2 o interferon-a. Las citocinas se administraron en dosis inferiores que las
usadas cuando se trata sélo con citocinas. La estabilizacion de la enfermedad durante 22 semanas o mas, o
una “respuesta objetiva”, se logré en aproximadamente el 30% de los pacientes en un grupo que padecia
cancer renal avanzado.

Otros enfoques se basan en el uso de sustancias terapéuticas conocidas en regimenes de nuevo tratamien-
to. Por ejemplo, el documento WO2007044015 da a conocer el uso de compuestos de dimetanosulfonato
conocidos anteriormente, en particular NSC-281612, seguin un nuevo protocolo de administracion con el fin
de tratar el cdncer renal. Cuando se somete a prueba en xenoinjertos en ratones desnudos, la administra-
cibn de NSC-281612 condujo, en algunos casos, a la erradicacion aparentemente completa de la masa tu-
moral.

El documento JP2001288110 da a conocer la conjugacion de interferén-a con polietilenglicol (PEG) en un
intento por aumentar la semivida en circulacién y disminuir la dosis terapéuticamente eficaz mas baja.

El documento RU2188026 da a conocer un régimen de poliquimioterapia con vincristina, adriamicina y de-
po-provera. Esto se reivindica para aumentar el periodo libre de recidivas y disminuir la formacién de metas-
tasis.

Finalmente, en algunos casos, la terapia sugerida se basa en nuevas sustancias originales. Asi, el docu-
mento W02004075887 da a conocer el uso de 1-(2-cloroetil)-1-nitroso-3-(2-hidroxietil)urea (HECNU) para el
tratamiento de muchos tipos de cancer, incluyendo cancer renal. La caracteristica principal de la HECNU es
una solubilidad en agua mejorada en comparacién con el compuesto correspondiente conocido anterior-
mente, bis-(2-cloroetil)-1-nitroso-urea (BCNU).

El documento EP1712234 da a conocer el uso de derivados de 4-piridilmetil-ftalazina como inhibidores del
receptor de VEGF en el tratamiento de cancer renal, especialmente para la inhibicion de crecimiento me-
tastasico. Se encontré que la administracion conjunta de los derivados de 4-piridilmetil-ftalazina con cual-
quiera de una pluralidad de agentes quimioterdpicos convencionales tenia un efecto sinérgico, a pesar de
gue las células tumorales no respondan a la quimioterapia sola. Ademas, se asoci6 la terapia de combina-
cioén con efectos secundarios visiblemente menores.

Suthpin et al. (“Targeting the Loss of the von Hippel-Lindau Tumor Suppressor Gene in Renal Carcinoma
Cells”, Cancer. Res. 67(12), 5896-5905 (2007)) estudiaron el efecto selectivo de cromomicina A3 en cance-
res renales que no expresaban el gen VHL (este gen que suprime tumores esta ausente en aproximada-
mente el 70% de todos los canceres de células claras renales). La cromomicina A3 retard6 significativamen-
te el crecimiento tumoral en ratones desnudos sometidos a xenoinjerto sin afectar al tejido renal normal, que
expresa el gen VHL.

La invencion en el presente documento utiliza orelanina (férmula ), que es una toxina renal selectiva que se
produce en cantidades relativamente grandes en varias especies de hongos de la familia Cortinarius. La in-
toxicacion con orelanina tras la confusion de hongos Cortinarius con setas comestibles se produce regular-
mente en toda Europa, Rusia y América del Norte. Tras la ingestién de hongos que contienen orelanina, hay
un periodo de pocos dias hasta 3 semanas sin sintomas o sélo sintomas leves, similares a los de la gripe.
La siguiente fase, cuando en general se busca ayuda médica, se caracteriza por uremia debido a insuficien-
cia renal aguda. A pesar de muchas descripciones de envenenamiento con orelanina en la bibliografia
cientifica, no se han notificado otros efectos de la orelanina aparte de la toxicidad renal recién mencionada
(Danel VC, Saviuc PF, Garon D: Main features of Cortinarius spp. poisoning: a literature review. Toxicon 39,
1053-1060 (2001).). Lo mas probable es que esta selectividad resida en el hecho de que la orelanina se
capta especificamente por un tipo de célula, es decir, las células epiteliales tubulares, particularmente las
células epiteliales tubulares proximales (Prast H, Pfaller W: Toxic properties of the mushroom Cortinarius
orellanus (Fries) Il. Impairment of renal function in rats. Arch Toxicol 62, 89-96 (1988).). El mecanismo de
toxina de la orelanina no se ha aclarado, y no hay ningin tratamiento disponible excepto dialisis de mante-
nimiento mientras se espera para ver si los rifiones se recuperaran o no. El desenlace final depende de ma-
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nera critica de la cantidad de toxina ingerida, y, por regla general, la ingestion de un hongo proporciona pro-
blemas temporales, dos hongos conducen a pérdida permanente de parte de la funcién renal mientras que
tres 0 mas hongos dan como resultado la pérdida total de la funcion renal y necesidad para toda la vida de
didlisis o terapia de reemplazo renal.

Los solicitantes han publicado recientemente un primer estudio del modo de accién de la orelanina en ratas
sanas (Nilsson UA et al. The fungal nephrotoxin orellanine simultaneously increases oxidative stress and
down-regulates cellular defenses. Free Rad. Biol. Med. 44:1562-9 (2008).). Este estudio muestra el estrés
oxidativo aumentado en tejido renal cortical junto con la expresion drasticamente disminuida de varios ge-
nes antioxidantes clave. Durante este trabajo se descubrié que la especificidad aparentemente absoluta de
la orelanina para células epiteliales tubulares renales podria extenderse tedricamente para abarcar estas
células también después de la transformacion en células cancerosas. Si se demuestra que es verdadera,
una hipotesis de ese tipo significaria que la orelanina es un arma poderosa contra el cancer renal de origen
epitelial, con potencial curativo incluso en estadios avanzados y con metéstasis en otros tejidos.

Siguiendo esta hipétesis, se descubrié sorprendentemente que de hecho la orelanina también se capt6 en
células de cancer renal humano y que las destruy6 con gran eficacia tanto si se derivaban de un tumor pri-
mario como de tejido tumoral metastasico. La muerte celular avanzé durante muchos dias tras la exposicion
temporal a orelanina, lo que indica que la toxina se capto activamente y se retuvo por las células.

Sumario de la invencién
Un objeto principal de la presente invencién es proporcionar un tratamiento para el cancer renal originado a
partir de células epiteliales, que impliqgue administrar a un mamifero que lo necesita al menos un compuesto
segun la férmula 1.

R2 OH O O-

O.

Féormula |

Otros objetos de la presente invencién son proporcionar un compuesto segun la féormula | para su uso como
medicamento y proporcionar un compuesto de férmula | para su uso en el tratamiento de carcinoma de célu-
las renales.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién farmacéutica que comprenda al me-
nos un compuesto segun la férmula I, que comprenda opcionalmente otros agentes con actividad antican-
cerigena, asi como portadores y cualquier otro excipiente necesario para optimizar la eficacia de la compo-
sicion.

AUn otro objeto es proporcionar un kit que contenga la composicién anterior, en uno 0 mas compartimentos
individuales, junto con diluyentes y/o disolventes segun sea necesario, de modo que la composicion pueda
prepararse facilmente para su uso por la enfermera o médico de tratamiento.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Observacion de la viabilidad de células de 5 carcinomas de células renales humanos diferentes
(tumores primarios y metastasis) durante 7 dias tras 24 h de exposicion a orelanina 400 uM (medio de culti-
vo 100 ug/ml). La viabilidad se calcula dividiendo el nimero de células vivas en muestras tratadas entre el
namero de células vivas en muestras control (n=6). El area gris en el grafico representa el periodo de incu-
bacién con orelanina (24 h). Los dias siguientes se cultivaron las células en medio de cultivo completo libre
de orelanina. Se cambié el medio en cada medicion de viabilidad.
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Figura 2: La toxicidad de la orelanina hacia células de carcinoma renal humano (cepa 786-0) una semana
tras la incubacion con orelanina segin los mismos parametros que en la figura 1. La micrografia de la iz-
quierda muestra células que se han expuesto a vehiculo, y la micrografia de la derecha muestra células ex-
puestas a orelanina 400 uM durante 24 h. Se tomaron ambas fotografias con el mismo aumento, y una se-
mana tras la incubacion con orelanina/vehiculo.

Figura 3: Efecto dosis/respuesta de diferentes concentraciones de orelanina en el medio de cultivo de carci-
nomas de células renales humanos (786-0 y SKRC7). Se observa una clara correlacion entre la dosis de
orelanina y la muerte celular en el intervalo de concentracion 5 - 200 pg/ml.

Figura 4: Efecto de la administracion repetida de una dosis inferior de orelanina. La administracién de una
segunda dosis en el extremo inferior del intervalo de dosis/respuesta (20 pg/ml) 24 h tras la primera dosis
condujo a una fuerte disminucion en el nimero de células viables, mientras que la administracién de la se-
gunda dosis a las 72 h tuvo un efecto considerablemente menor, pero todavia significativo. El primer caso
es equivalente a una exposicion prolongada de las células (48 h), mientras que en el segundo caso se ha
dejado que las células se recuperen en el medio libre de orelanina durante dos dias entre las dosis. La via-
bilidad se midi6 96 h tras la adicion de la primera dosis de orelanina.

Figura 5: Efectos de la orelanina sobre el ciclo celular en carcinoma de células renales (786-0 y SKRC-52)
(inmunotransferencia de tipo Western). Los niveles de proteina del inhibidor del ciclo celular p21 se regulan
por incremento gradualmente con un maximo de 6 h de incubacion. Tras 24 h, la forma fosforilada de esti-
mulacién de ciclo celular de la proteina del retinoblastoma (Rb) ha desaparecido (se muestran dos sitios de
fosforilacion diferentes). Ambos de estos efectos convergen en una parada del ciclo celular en el punto de
comprobacion G1/S. Simultdneamente, la pérdida del factor estimulante cdc2 detiene el ciclo celular en el
punto de comprobacion G2/M, impidiendo el inicio de la divisién celular.

Figura 6: Induccion de apoptosis mediante orelanina en células de carcinoma renal (786-0): Efectos de la
proteina. Se regul6é por incremento fuertemente la ruta p38 apoptética (f-p38) tras exposicion a orelanina
(OR), y se detect6 apoptosis en forma de caspasa 3 escindida. La regulaciéon por incremento fuerte de
ERK1/2 tras 24 h (f-ERK1/2) se interpreta como un intento de las células por contrarrestar las influencias
apoptéticas de la orelanina. Para ERK 1/2 y p38, deben compararse las razones de proteina fosforilada (f)
con respecto a proteina total. La caspasa 3 escindida debe compararse con el control de carga, beta actina.

Figura 7: Induccion de apoptosis mediante orelanina en células de carcinoma renal (SKRC-52): efectos de
ARNmM. El analisis de RT-PCR de la expresion de ARNm de los mediadores de apoptosis PUMA, ligando
Fas (FasL) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF) revel6 una regulacién por incremento drastica en los tres
casos. Soélo se observaron pequefios cambios en la expresion de ARNm receptor. Se comparan las células
con las células control incubadas sin orelanina.

Figura 8: Apoptosis en cancer de células claras humano (SKRC52) durante la incubacién con orelanina. Los
signos tipicos de apoptosis, vacuolizacién y contraccion celular son evidentes ya tras 4 h de incubacion, y
se agravan adicionalmente tras 24 h.

Descripcién detallada de la invencion y realizaciones preferidas de la misma

La presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de N-Oxido
de piridina y N,N-diéxido de bipiridina para tratar cancer renal administrando las composiciones farmacéuti-
cas a un paciente que padece o es susceptible de cancer renal. La invencion en el presente documento
también incluye un kit para tratar un paciente que padece o0 es susceptible de cancer renal.

La presente invencién proporciona el tratamiento a un paciente que padece o es susceptible de carcinoma
de células renales que comprende la etapa de administrar al paciente un compuesto segun la férmula | tal
como se definié anteriormente, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicién farmac-
éutica que comprende dicho compuesto.

Los compuestos de formula | administrados a un paciente incluyen los compuestos en los que R1, R2, R3
y/o R4 no interfieren sustancialmente con la citotoxicidad de orelanina (R1 = R2 = R3 = R4 = hidrégeno).
Por tanto, R1, R2, R3 y/o R4 se seleccionan de hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, inclu-
yendo fldor, cloro y bromo, alquilo C;-Cs, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol C;-Cg, al-
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coxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cg, cada uno de los cuales puede estar sustituido adicionalmente con grupos
que incluyen pero no se limitan a amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo fldor, cloro y bromo.
En una realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de férmula | es orelanina, es decir R1 =
R2 = R3 = R4 = hidrégeno.

En una realizacién del tratamiento segun la presente invencién de pacientes que padecen o son suscepti-
bles de cancer renal, el compuesto de formula | administrado al paciente es un solvato, hidrato o sal far-
macéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, una sal farmacéuticamente acepta-
ble es una sal de acido o base que en general se considera en la técnica que es adecuada para su uso en
contacto con los tejidos de seres humanos o animales sin excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica u
otros problemas o complicaciones. Tales sales incluyen sales de acido organico y mineral de residuos basi-
cos, tales como aminas. Sales farmacéuticas especificas incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos ta-
les como clorhidrico, fosférico, bromhidrico, malico, glicélico, fumarico, sulfdrico, sulfamico, sulfanilico,
férmico, toluenosulfénico, metanosulfénico, bencenosulfénico, etanodisulfénico, 2-hidroxietilsulfonico, nitri-
co, benzoico, 2-acetoxibenzoico, citrico, tartarico, lactico, esteérico, salicilico, glutamico, ascorbico, pamoi-
co, succinico, fumarico, maleico, propidnico, hidroximaleico, yodhidrico, fenilacético, alcanoico tal como acé-
tico, HOOC-(CH2),-COOH en el que n es 0-4, y similares.

En el tratamiento de cancer renal proporcionado en el presente documento, el compuesto de formula | pue-
de administrarse en una dosis Unica, en una serie de dosis diarias o en un formato de dosificacion intermi-
tente (por ejemplo, una pluralidad de dosis o secuencias de dosis administradas separadas entre 1 y 30
dias, separadas entre 1 y 14 dias o separadas entre 1y 7 dias). En cierto tratamiento, el protocolo de admi-
nistracién y el compuesto de féormula | se seleccionan para proporcionar al menos una reduccion del 50% en
el tamafio del tumor, o més preferiblemente al menos una reduccion del 75%, el 90% o el 95% en tamafio
del tumor tras la finalizacion del protocolo de administracién, mientras que en cierto otro tratamiento, la se-
leccion del protocolo de administracién y el compuesto de férmula | dan como resultado una reduccion del
95% en el tamafio del tumor, una reduccién del 99% en el tamafio del tumor o una eliminacién sustancial-
mente completa del tumor. En aquel tratamiento que comprende un protocolo de administracién de dosis
Unica, se administra una dosis Unica de entre 1 mg/kg y 100 mg/kg de un compuesto segun la férmula (I) o
una cantidad molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo al paciente, mientras
gue una dosis Unica preferida comprende entre 2 mg/kg y 25 mg/kg, lo mas preferiblemente entre 5 mg/kg y
15 mg/kg de un compuesto de férmula | o una cantidad molar equivalente de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo se administra al paciente.

En cierto otro tratamiento de cancer renal, un compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente acepta-
ble del mismo se administra al paciente que padece o es susceptible de cancer renal en dos 0 mas dosis.
Normalmente las dosis se administran diariamente o de manera intermitente (por ejemplo, con al menos un
dia de no administracion que separa las dosis secuenciales). En cierto tratamiento en el que el compuesto
de formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra en una pluralidad de dosis,
cada dosis comprende entre 0,5 mg/kg y 10 mg/kg del compuesto, o mas preferiblemente, cada dosis com-
prende entre 1 mg/kg y 5 mg/kg, o lo mas preferiblemente 2 mg/kg del compuesto o sal de formula I.

En cierto tratamiento en el que se administran dosis secuenciales de manera intermitente, las dosis secuen-
ciales se administran separadas entre dos y siete dias, en aun otro tratamiento que comprende la adminis-
tracién intermitente del compuesto o sal de formula I, el compuesto se administra al paciente en tres, cuatro,
cinco o seis 0 mas dosis y en el que cada dosis se administra separada entre tres y cinco dias, en aln otro
tratamiento, se administran al paciente cuatro, cinco o seis 0 mas dosis administradas separadas entre tres
y cuatro dias, en el que cada dosis comprende entre 1 mg/kg y 20 mg/kg de un compuesto de férmula | o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, preferiblemente 2 - 10 mg/kg y lo méas preferiblemente 5
mg/kg. En cierto otro tratamiento de cancer renal, se administra al paciente una dosis diaria de un compues-
to de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, durante al menos dos dias. Las dosis
diarias tipicas administradas a pacientes son de entre 0,1 y 10 mg/kg, preferiblemente entre 1 y 5 mg/kg, y
lo mas preferiblemente 2 mg/kg. Los protocolos terapéuticos comprenden normalmente la administracion
diaria del compuesto de formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, entre 5 y 30 dias, o
preferiblemente entre 10 y 20 dias, o de la manera mas preferible aproximadamente 14 dias.

En ciertos casos, puede ser deseable realizar una pluralidad de protocolos de administracién intermitente,
protocolos de administracién diaria 0 una combinacion de los mismos, tal como se describié anteriormente,
en combinacién con los periodos de reposo y/o recuperacion. Asi, en ciertos casos, puede ser deseable
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administrar un compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, segin un méto-
do de administracion diaria o intermitente proporcionado en el presente documento, medir la respuesta tu-
moral con respecto a la terapia, y entonces realizar terapias de administracion diaria o intermitente posterio-
res segun sea necesario para eliminar o reducir adicionalmente el tamafio de los tumores de cancer renal.
Tales estrategias de administracion se conocen bien por el experto en el campo de oncologia.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencién un paciente que padece carcinoma de
células renales se trata con la sustancia segun la férmula 1 de la presente invencién mediante inyecciones
diarias de 0,5 — 5 mg de orelanina/kg de peso corporal, lo mas preferiblemente 2 mg de orelanina/kg de pe-
so corporal, durante 7 - 21 dias consecutivos, lo mas preferiblemente 14 dias consecutivos. De una a 5
horas tras cada inyeccion diaria de un compuesto segun la férmula 1, de la manera mas preferible aproxi-
madamente 2 horas tras tal inyeccién, se somete el paciente a hemodidlisis durante 1-5 h, de la manera
mas preferible aproximadamente 2 h, con el fin de eliminar cualquier compuesto segun la férmula 1 que se
ha captado en el tejido tumoral y minimizar de ese modo cualquier efecto secundario indeseado que podria
producirse en el espacio extracelular.

Las dosis y los regimenes de dosis preferidos descritos anteriormente se basan en un ser humano que pesa
70 kg y que padece carcinoma de células renales con una carga tumoral de aproximadamente 1 kg. Sin
embargo, como se conoce facilmente por el experto en el campo de medicina del cancer, tales dosis prefe-
ridas y regimenes de dosis se rigen en gran medida por las caracteristicas del paciente tales como edad,
sexo, peso, estado general y, sobretodo, la carga tumoral del paciente individual y respuesta al tratamiento.
Como siempre, la Ultima responsabilidad para elegir la dosis y estrategia de tratamiento apropiadas recae
en el médico a cargo del paciente.

La invencién proporciona el tratamiento de pacientes que padecen o son susceptibles de carcinoma de célu-
las renales. En cierto tratamiento, el tumor que va a tratarse se localiza en uno o ambos de los rifiones del
paciente. En cierto otro tratamiento, el carcinoma de células renales ha metastatizado, por ejemplo, al me-
nos un tumor de carcinoma de células renales esta presente en al menos un tejido no de rifion. Normalmen-
te el tratamiento proporcionado en el presente documento es adecuado en pacientes que padecen 0 son
susceptibles de tumores de carcinoma de células renales que estan presentes en los rifiones, en tejidos no
de rifidbn o en una combinacion de los mismos. En una realizacién preferida, los tumores estan presentes en
tejidos no de rifion o en una combinacion de tejidos de rifién y no de rifién. El tratamiento proporcionado por
la presente invencion contempla cualquier via de administracion que pueda proporcionar una dosis terapéu-
ticamente eficaz de un compuesto de formula | en la proximidad del tumor. En cierto tratamiento preferido
proporcionado en el presente documento, el compuesto de formula I, o una composicion farmacéutica que
comprende el mismo se administra por via intravenosa, por via subcutanea o por via intraperitoneal. Nor-
malmente el compuesto de formula I, o una composicion farmacéutica que comprende el mismo se adminis-
tra por via intravenosa.

En otro aspecto, la invencion proporciona compuestos de formula I, en la que R1, R2, R3 y/o R4 no interfie-
ren sustancialmente con la citotoxicidad de la orelanina (R1 = R2 = R3 = R4 = hidr6geno), para su uso como
medicamento. La invencién también proporciona el uso de compuestos de férmula I, en la que R1, R2, R3
y/o R4 no interfieren sustancialmente con la citotoxicidad de la orelanina (R1 = R2 = R3 = R4 = hidrogeno),
como medicamento. R1, R2, R3 y/o R4 se seleccionan de hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C1-Ce, alcoxilo C;-Cg, alquenoxilo C;1-Cg, cada uno de los cuales puede estar sustituido adicionalmente con
grupos seleccionados de amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo fltor, cloro y bromo. En una
realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de formula | es orelanina, es decir R1 = R2 =
R3 = R4 = hidrégeno. Otras realizaciones preferidas de este aspecto de la invencién resultan evidentes a
partir de la descripcion detallada.

AUn en otro aspecto, la invencion proporciona compuestos de férmula I, en la que R1, R2, R3 y/o R4 no in-
terfieren sustancialmente con la citotoxicidad de la orelanina (R1 = R2 = R3 = R4 = hidrégeno), para su uso
en el tratamiento de carcinoma de células renales. La invencion también proporciona el uso de compuestos
de formula I, en la que R1, R2, R3 y/o R4 no interfieren sustancialmente con la citotoxicidad de la orelanina
(R1 = R2 = R3 = R4 = hidrégeno), para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de carcinoma
de células renales. R1, R2, R3 y/o R4 se seleccionan de hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo fltor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C1-Ce, alcoxilo C,-Cg, alquenoxilo C;1-Cg, cada uno de los cuales puede estar sustituido adicionalmente con
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grupos seleccionados de amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo fltor, cloro y bromo. En una
realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto de féormula | es orelanina, es decir R1 = R2 =
R3 = R4 = hidrégeno. Otras realizaciones preferidas de este aspecto de la invencion resultan evidentes a
partir de la descripcion detallada.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un por-
tador farmacéuticamente aceptable y un compuesto segun la férmula (1), en la que R1, R2, R3 y/o R4 no in-
terfieren sustancialmente con la citotoxicidad de la orelanina (R1 = R2 = R3 = R4 = hidrégeno). Asi, R1, R2,
R3 y/o R4 son hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, alquilo
C1-Ce, alquenilo C4-Cg, alquinilo C41-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol C;-Cg, alcoxilo C,-Cg, alquenoxilo C4-Cg, ca-
da uno de los cuales puede estar sustituido adicionalmente con grupos seleccionados de amino, mercapto,
carboxilo, fosfato y halo, incluyendo flGor, cloro y bromo. En una realizacién preferida de la presente inven-
cion, el compuesto de formula | es orelanina, es decir R1 = R2 = R3 = R4 = hidrégeno.

En ciertas otras composiciones farmacéuticas, el compuesto de formula | se incorpora en la composicion
como solvato, hidrato o sal farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, una
sal farmacéuticamente aceptable es una sal de acido o base que en general se considera en la técnica que
es adecuada para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos 0 animales sin excesiva toxicidad,
irritacién, respuesta alérgica, u otro problema o complicacién. Tales sales incluyen sales de acido organico y
mineral de residuos basicos tales como aminas. Las sales farmacéuticas especificas incluyen, pero no se
limitan a, sales de acidos tales como clorhidrico, fosférico, bromhidrico, malico, glicélico, fumarico, sulfarico,
sulfamico, sulfanilico, férmico, toluenosulfénico, metanosulfénico, bencenosulfénico, etanodisulfénico, 2-
hidroxietilsulfénico, nitrico, benzoico, 2-acetoxibenzoico, citrico, tartarico, lactico, esteérico, salicilico, gluta-
mico, ascérbico, pamoico, succinico, fumarico, maleico, propidnico, hidroximaleico, yodhidrico, fenilacético,
alcanoico tal como acético, HOOC-(CH2),-COOH en el que n es 0-4.

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas por la presente invencién son adecuadas para su uso en
cualquier via de administracién contemplada por el tratamiento en el que se usaran las composiciones. Los
compuestos de la invencion segun la férmula | y las composiciones farmacéuticas de los mismos pueden
administrarse a un sujeto por una variedad de vias incluyendo parenteral (incluyendo intravenosa, subcuta-
nea, intramuscular e intradérmica), tépica (incluyendo bucal, sublingual), oral, nasal. En ciertas composicio-
nes farmacéuticas preferidas proporcionadas en el presente documento, la composiciéon farmacéutica se
formula para la administracién mediante inyeccion intravenosa, subcutanea o intraperitoneal. Normalmente
la composicidn farmacéutica se formula para la administracion mediante inyeccién intravenosa.

En ciertas vias de administracién parenteral, la composicion farmacéutica es una solucién salina estéril que
comprende entre 0,1 mg/ml y 25 mg/ml del compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. Ciertas composiciones farmacéuticas preferidas para administracion parenteral comprenden en-
tre 0,5 mg/ml y 10 mg/ml del compuesto de féormula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en
una solucién salina que comprende opcionalmente uno o mas aditivos farmacéuticamente aceptables.

En ciertas composiciones farmacéuticas preferidas, la composicion comprende entre 25 mg y 5000 mg o en-
tre 5 mg y 2500 mg del compuesto segun la férmula (I) o una cantidad molar equivalente de una sal farmac-
éuticamente aceptable del mismo. En ciertas otras composiciones farmacéuticas de la invencion, la compo-
sicibn comprende entre 1 mg y 1500 mg del compuesto segun la férmula (1) o una cantidad molar equivalen-
te de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Aln otras composiciones farmacéuticas se formulan
para comprender 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 80 mg, 90 mg o 100 mg de un compuesto de
férmula | 0 una cantidad molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En cierto tratamiento del paciente que padece o es susceptible de cancer, la administracién del compuesto
segun la formula | a un paciente que padece o es susceptible de cancer reduce el tamafio del tumor en al
menos el 50% o mas preferiblemente en al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o
aproximadamente el 95%. En cierto otro tratamiento del paciente que padece cancer, la administracion del
compuesto segun la férmula | a un paciente que padece cancer reduce el tamafio del tumor en al menos el
99% o reduce el tamafio del tumor hasta que no quede tumor detectable.

Ciertos tratamientos preferidos de pacientes que padecen cancer incluyen tratamiento o prevencion de

cancer u otros trastornos tumorales en pacientes mamiferos incluyendo ganado, animales de compaifiia (pe-
rros, gatos, caballos y similares), primates y seres humanos.
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El tratamiento de la invencion incluye en general la administracién a un paciente de una cantidad terapéuti-
camente eficaz de uno o mas compuestos de féormula |. En el presente tratamiento, una cantidad terapéuti-
camente eficaz es suficiente para reducir el tamafio de los tumores de carcinoma de células renales presen-
tes en un paciente o para eliminar tumores del paciente. Los pacientes adecuados incluyen los sujetos que
padecen un trastorno o enfermedad identificado/a en el presente documento. Los pacientes tipicos para el
tratamiento segun la invencion incluyen mamiferos, particularmente primates, especialmente seres huma-
nos. Otros sujetos adecuados incluyen animales de compafiia domesticados tales como un perro, gato, ca-
ballo y similares, o un animal de ganado tal como ganado bovino, cerdo, oveja.

El tratamiento preferido de la invencidn incluye identificar y/o seleccionar un sujeto (por ejemplo mamifero,
particularmente ser humano) que padece un estado dado a conocer en el presente documento, particular-
mente un sujeto que padece uno o mas canceres. Una composicion farmacéutica de la invencién también
puede estar envasada junto con instrucciones (es decir por escrito, tal como una hoja escrita) para el trata-
miento de un céncer tal como se da a conocer en el presente documento, por ejemplo instruccién para el
tratamiento de un sujeto que padece cancer.

Los compuestos de la invencién se administran de manera adecuada a un sujeto en una forma soluble en
agua, por ejemplo, como sal farmacéuticamente aceptable de un acido organico o inorganico, por ejemplo,
clorhidrato, sulfato, hemisulfato, fosfato, nitrato, acetato, oxalato, citrato, maleato, mesilato, etc. obtenido
tras la transformacién quimica apropiada. Ademas, cuando un grupo acido esta presente en el compuesto,
puede emplearse una sal farmacéuticamente aceptable de una base organica o inorganica, tal como una sal
de amonio, o sal de una amina orgénica, o una sal de un metal alcalino o metal alcalinotérreo tal como una
sal de potasio, calcio o sodio. Especificamente las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen
las formadas con un catién no toxico, preferiblemente un catién de metal alcalino tal como K o Na, un cation
de metal alcalinotérreo tal como Mg o Ca, otro cation de metal no téxico tal como Al 0 Zn o un catién de me-
taloide no toxico tales como NH4", piperazinio o 2-hidroxietilamonio. Ciertos compuestos preferidos adecua-
dos para su uso en los métodos de la invencion son suficientemente solubles en agua en forma neutra de
tal manera que pueden administrarse sin generacion previa de una sal farmacéuticamente aceptable.

Para los compuestos que contienen uno 0 mas centros estereogénicos, por ejemplo, compuestos quirales,
el tratamiento de la invencién puede llevarse a cabo con un compuesto enantioméricamente enriquecido, un
racemato o una mezcla de diastereémeros. Los compuestos enantioméricamente enriquecidos preferidos
tienen un exceso enantiomérico del 50% o mas, mas preferiblemente el compuesto tiene un exceso enan-
tiomérico del 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95%, el 98% o el 99% o0 mas. Los compuestos de la invencion
segun la férmula | para su uso en los métodos de la invencién pueden emplearse, o bien solos o bien en
combinaciéon con uno o mas de otros agentes terapéuticos, como una composicion farmacéutica en mezcla
con excipientes convencionales, es decir, sustancias portadoras organicas o inorganicas farmacéuticamente
aceptables adecuadas para una via de administracién deseada que no reaccionan de manera perjudicial
con los compuestos activos y no son perjudiciales para el receptor de las mismas. Los portadores farmacéu-
ticamente aceptables adecuados incluyen pero no se limitan a agua, soluciones salinas, alcohol, aceites ve-
getales, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina
viscosa, aceite de perfume, monoglicéridos y diglicéridos de acido graso, ésteres de acido graso de petroe-
tral, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona. Las preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y si se
desea mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes
humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presién osmética, tampones, colorantes, aromatizantes
y/o sustancias aromaticas y similares que no reaccionan de manera perjudicial con los compuestos activos.

Para aplicaciéon parenteral, son particularmente adecuadas disoluciones, preferiblemente disoluciones acuo-
sas 0 aceitosas asi como suspensiones, emulsiones o implantes, incluyendo supositorios. Ampollas son do-
sificaciones unitarias convenientes.

Para la aplicacion enteral, son particularmente adecuados comprimidos, comprimidos recubiertos de azucar
o capsulas que tienen talco y/o aglutinante portador de hidrato de carbono o similares, siendo el portador
preferiblemente lactosa y/o almidén de maiz y/o almidon de patata. Puede usarse un jarabe, elixir o similar
en el que se emplea un vehiculo edulcorado. Pueden formularse composiciones de liberaciéon sostenida, in-
cluyendo aquéllas en las que el componente activo se protege con recubrimientos degradables de manera
diferenciada, por ejemplo, mediante microencapsulacion, recubrimientos multiples. Comprimidos, capsulas y
jarabes u otros fluidos se prefieren en general para la administracion oral.
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Debe entenderse que ademas de los componentes mencionados anteriormente de manera explicita las
formulaciones de esta invencién pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica con respeto al
tipo de formulacion en cuestién, por ejemplo, los adecuados para la administracién oral pueden incluir agen-
tes aromatizantes.

Segun ciertas realizaciones, un compuesto de férmula | puede administrarse en combinaciéon con otros
compuestos, incluyendo por ejemplo, agentes quimioterapicos, agentes antiinflamatorios, agentes antipiréti-
cos, agentes radiosensibilizantes, agentes radioprotectores, agentes urolégicos, agentes antieméticos y/o
agentes antidiarreicos, por ejemplo, cisplatino, carboplatino, docetaxel, paclitaxel, fluorouracilo, capecitabi-
na, gemcitabina, irinotecan, topotecan, etopésido, mitomicina, gefitinib, vincristina, vinblastina, doxorubicina,
ciclofosfamida, celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, dexametasona, pred-
nisona, prednisolona, hidrocortisona, acetaminofeno, misonidazol, amifostina, tamsulosina, fenazopiridina,
ondansetrdn, granisetron, alosetron, palonosetrén, prometazina, proclorperazina, trimetobenzamida, aprepi-
tant, difenoxilato con atropina y/o loperamida. En una realizacion preferida el compuesto segun la formula |
se administra en combinacion con farmacos antiangiogénicos, incluyendo por ejemplo anticuerpos mono-
clonales dirigidos contra el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento pla-
centario (PIGF); e inhibidores de los receptores de VEGF y PIGF, incluyendo por ejemplo bevacizumab, so-
rafenib, PTK78, SU11248, AG13736, AEE788 y ZD6474. En otra realizacién el compuesto segun la formula
| se administra en combinacion con farmacos inmunomoduladores, incluyendo por ejemplo interleucina-2
(IL-2) e interferon-alfa (IFNca). Alun en otra realizacion el compuesto segun la férmula | se administra en
combinacion con farmacos que interfieren con la sefializacion de crecimiento celular, incluyendo por ejemplo
inhibidores de la diana de mamifero de rapamicina (mTOR).

AUn en otras realizaciones de la presente invencion los compuestos segun la férmula | se unen quimica-
mente a moléculas que potencian la selectividad diana incluso direccionando los compuestos de férmula |
especificamente a células cancerosas. Los ejemplos de tales moléculas incluyen (A) anticuerpos monoclo-
nales y policlonales dirigidos contra marcadores que se producen especificamente o en nimeros mayores
en las células diana en comparacién con el tejido renal normal, y (B) ligandos a receptores que se producen
especificamente o en nimeros mayores en las células diana en comparacién con el tejido renal normal. Ta-
les moléculas de orientacién, y técnicas para conjugarlas con los compuestos segun la féormula |, se cono-
cen en la técnica, y las reacciones de acoplamiento pueden realizarse por el experto sin experimentacion
excesiva.

El kit de la invencion en el presente documento comprende al menos un portador farmacéuticamente acep-
table y de 50 a 3.500 mg de un compuesto segun la férmula I, o la cantidad molar equivalente de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, tal como se coment6 anteriormente. En el kit el compuesto segin
la féormula | o sal aceptable del mismo y el portador farmacéuticamente aceptable se ubican preferiblemente
en compartimentos separados. El compuesto segun la formula | esta presente preferiblemente como sélido.
Para la administracién, el compuesto segun la férmula | o sal farmacéuticamente aceptable del mismo se
combina preferiblemente con el portador de modo que se disuelva completa o sustancialmente en el porta-
dor. El kit puede comprender entre 100 mg y 1.500 mg, y lo mas preferiblemente entre 200 mg y 500 mg,
del compuesto segun la formula | o una cantidad equivalente de la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Ejemplos

Ejemplo 1: Extraccion y aislamiento de orelanina a partir de setas Cortinarius.

A. Método polar: Se pulverizaron 2 g de seta Cortinarius seca y entonces se extrajeron con metanol al 50%
durante 24 h a 25°C. Se centrifugd la mezcla y se retiré el sobrenadante hasta un volumen final de 5 ml.
Tras la adicién repetida de 5 vol de metanol frio, se formé un precipitado que se deseché hasta que se
formd una disolucion transparente. Se evaporé el disolvente, se disolvio el residuo en agua y se eliminaron
sustancias apolares mediante extraccion con éter de petrdleo. Se cargo la fase polar en una columna Sep-
hadex y se eluyo con etanol al 50%. Se cromatografiaron las fracciones resultantes en celulosa de capa fi-
na, eluyendo con butanol:acido acético:agua (3:1:1). Se identificé la orelanina como una banda fluorescente
a Rf 0,68.

B. Método apolar: Se sometieron a reflujo 4 g de seta Cortinarius en polvo durante 24 h en dietil éter y se
desechd el disolvente. Se someti6 a reflujo el residuo en metanol seguido por evaporacion de disolvente y
lavado con 20 ml de agua (6 h, 4°C). Entonces se disolvieron en etanol acuoso al 50% (pH 7,0). Se cargé la
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mezcla en una columna Sephadex y se eluyé con etanol al 50%. Se cromatografiaron las fracciones resul-
tantes en celulosa de capa fina, eluyendo con butanol:acido acético:agua (3:1:1). Se identifico la orelanina
como una banda fluorescente a Rf 0,68.

Ejemplo 2: Sintesis de orelanina
Se sintetiz6 orelanina a partir de 3-hidroxipiridina comercialmente disponible esencialmente tal como se
describe por otros. (Tiecco M, Tingoli M, Testaferri L, Chianelli D y Wenkert E: Total synthesis of orellanine,
the lethal toxin of Cortinarius orellanus Fries Mushroom. Tetrahedron 42, 1475-1485 (1986))

Ejemplo 3: La orelanina tiene un efecto téxico especifico sobre células de carcinoma de células
renales humano in vitro.

Antecedentes y metodologia.
Se cultivaron células recogidas de 5 carcinomas de células renales humanos diferentes (SKRC-52, 786-0,
SKRC-17, SKRC-7 y SKRC-21), que representan tanto crecimientos de tumores madre como metastasicos,
en condiciones convencionales. Cuando estaban aproximadamente al 70% de confluencia y en crecimiento
rapido, se expusieron las células a un medio que contenia orelanina (400 uM) durante 24 h. Entonces se
cambié de nuevo el medio a medio completo regular y se observaron las células durante otros seis dias.

Resultados y comentarios.
El efecto del tratamiento con orelanina descrito de las células se ilustra en la figura 1. Resulta evidente a
partir de la figura que la orelanina era altamente téxica para todos los tipos celulares sometidos a prueba.
Ademas, la toxicidad no se vio afectada por la retirada de la orelanina del medio de cultivo tras la exposicién
inicial. Esto sugiere que la orelanina se acumula en las células y permanece en las mismas incluso cuando
no hay orelanina extracelular presente. La figura 2 muestra el aspecto de las células antes y una semana
después de 24 h de exposicion a orelanina.

Ejemplo 4: Efecto dosis-respuesta de la orelanina

Antecedentes y metodologia
Se cultivaron células recogidas de 2 carcinomas de células renales humanos diferentes (SKRC-7, 786-0),
gue representan tanto tumores madre como crecimientos metastasicos, en condiciones convencionales.
Cuando estaban aproximadamente al 70% de confluencia y en crecimiento rapido, se expusieron las células
a un medio que contenia diferentes concentraciones de orelanina (400 uM) durante 24 h. Entonces se cam-
bié de nuevo el medio a medio completo regular y se observaron las células durante otros seis dias.

Resultados y comentarios
Tal como se observa en la figura 3, hay una correlacién clara entre la concentracion de exposicion y la frac-
cion de células que mueren. El intervalo de dosis-respuesta durante una Unica exposicién de 24 h de orela-
nina esta entre aproximadamente 5 pg/mly 200 pg/l.

Ejemplo 5: Efectos de la administracion repetida de dosis menores de orelanina

Antecedentes y metodologia
Se cultivaron células recogidas del carcinoma de células renales humano 786-0 en condiciones convencio-
nales. Cuando estaban aproximadamente al 70% de confluencia y en crecimiento rapido, se expusieron las
células a medio que contenia una concentracién baja de orelanina (20 ug/ml) durante 24 h. Entonces se
cambié el medio a medio nuevo que contiene o bien 20 ug/ml de orelanina durante 24 h (barra del medio) o
bien de nuevo a medio completo regular durante 48 h, seguido por otras 24 h en presencia de 20 ug/ml de
orelanina (barra mas a la derecha).

Resultados y comentarios
La exposicion repetida a orelanina, incluso en dosis en el limite inferior del intervalo de respuesta a una uni-
ca exposicion, produjo efectos toxicos notables adicionales sobre células de cancer renal.

Ejemplo 6: Efectos de la orelanina sobre otros tipos celulares

Antecedentes y metodologia
Se cultivaron lineas celulares y células primarias procedentes de numerosos tejidos humanos (epitelio tubu-
lar, podocitos y células mesangiales de tejido renal, fibroblastos, macréfagos, endotelio adrtico, endotelio
microvascular y endotelio del cordén umbilical, epitelio intestinal (duodenal, yeyunal, ileal y colénico) y con-
drocitos) en condiciones convencionales. Cuando estaban aproximadamente al 70% de confluencia y en
crecimiento estable, se expusieron las células durante 24 h a medio que contenia orelanina en concentra-
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ciones seleccionadas con el fin de lograr una respuesta a la dosis. Entonces se cambié de nuevo el medio a
medio completo regular y se observaron las células durante otros seis dias, seguido por determinacion de la
viabilidad. Para compensar cualquier efecto de retardo del crecimiento provocado por dilucién del medio de
cultivo por el gran volumen de disolucion de orelanina afiadido, se complementaron todas las células con
volimenes iguales de tampon de orelanina.

Resultados y comentarios
Ninguno de los tipos celulares sometidos a prueba present6 ningun efecto sobre la viabilidad cuando se ex-
pusieron a orelanina segin el ejemplo 4 en concentraciones de hasta 1.000 ug/ml que fue la concentracion
alcanzable més alta.

Ejemplo 7: La orelanina induce la detencidon del crecimiento parando el ciclo celular.

Antecedentes y metodologia
Se trataron células de cancer renal, cultivadas esencialmente tal como se describe en el ejemplo 3, con ore-
lanina (medio de cultivo 100 pg/ml) durante 24 h. Durante este periodo se recogieron las células tras 0, 2, 6
y 24 h de exposicidn. Se realizaron inmunotransferencias de tipo Western en el material recogido con anti-
cuerpos dirigidos contra A) el inhibidor de cinasa p21, B) proteina del retinoblastoma fosforilada (un factor
estimulante del crecimiento), y C) la proteina cdc2 que permite que la célula avance a la fase M del ciclo ce-
lular cuando la célula se divide.

Resultados y comentarios

Se muestran los efectos de la exposicién a orelanina sobre la expresion de proteina de p21, la proteina del
retinoblastoma y cdc2 en la figura 5. Los niveles intracelulares del inhibidor del ciclo celular p21 aumentan
con un maximo a alrededor de las 6 h, mientras que las formas fosforiladas estimulantes del ciclo celular de
la proteina del retinoblastoma estan completamente ausentes en la medicion a las 24 h. De un modo similar,
la proteina cdc2, que permite que la célula entre en la fase de divisidn celular, esta regulada por disminucion
drasticamente a las 24 h. Esto indica claramente que la orelanina tiene un efecto inhibidor profundo sobre el
ciclo celular, que se ejerce en al menos dos puntos de comprobacion importantes.

Ejemplo 8: La orelanina aumenta la actividad de varias rutas que inducen apoptosis, provocan-
do muerte de células cancerosas.

Antecedentes y metodologia
Se cultivaron células de cancer renal y se expusieron a orelanina segun el ejemplo 7 y se recogieron en di-
versos momentos hasta 24 h. El sistema p38 MAPK, el sistema p53, ligando Fas, factor de necrosis tumoral
(TNF) alfa y caspasa escindida 3 son factores clave en las rutas apoptéticas que conducen a la muerte celu-
lar. Se us6é inmunotransferencia de tipo Western para determinar los niveles intracelulares de A) p38, B)
caspasa escindida 3, y C) el factor proliferativo fosforilado ERK 1/2. Se us6 PCR cuantitativa para determi-
nar la expresion de ARNm de D) modulador de apoptosis regulado por incremento por p53 (PUMA) que
media practicamente en todos los efectos apoptéticos de la ruta de p53, E) ligando Fas y F) TNF.

Resultados y comentarios
Se resumen los resultados en las figuras 6 - 8. Se produjo un aumento constante de p38 (activada) fosfori-
lada durante todo el periodo de observacion de 24 h, aumentando la intensidad de la sefial apoptoética en la
célula (figura 6). (La regulacion por incremento simultanea de la ERK 1/2 fosforilada del estimulador del cre-
cimiento se interpreta por los inventores como un intento de las células por “superar” la influencia apoptotica
de la orelanina.)

A nivel de ARNm, la regulacion por incremento extrema de PUMA vy los ligandos FasL y TNF de receptor de
muerte constituye un fuerte estimulo apoptético (figura 7). Finalmente, la cantidad de caspasa escindida 3,
un efector principal de la apoptosis, aumenté drasticamente 24 h tras la exposicidn a orelanina (figura 6).

Junto con las imagenes de células cada vez mas apoptéticas presentadas en la figura 8, los resultados an-

teriores indican claramente que la apoptosis es el modo principal de accién de orelanina en células de
cancer renal.
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Ejemplo 9: La orelanina erradica carcinomas de células renales humanos gue crecen en ratas

atimicas.

Antecedentes y metodologia
Se usan ratas deficientes en células T, atimicas (RNU, Charles River Laboratories, FRG) como sistema para
el crecimiento in vivo de carcinomas de células renales humanos. La ausencia de una defensa inmunitaria
basada en células T en estos animales los hace tolerantes a xenoinjertos. Una semana tras la llegada a las
instalaciones de animales 10 animales reciben una dosis de irradiacion X de 5 Gy con el fin de suprimir
también su respuesta mediada por células B.

Al dia siguiente, se equipan todos los animales con un catéter permanente para didlisis peritoneal (DP). El
tratamiento con DP reemplazara la funcién renal que se pierde como efecto secundario tras la administra-
cién de orelanina.

Un dia después, se inoculan 5 animales por via subcutdnea en la regiéon del hombro con aproximadamente
10 x 10° células de carcinoma renal humano (SKRC-52). Los 5 animales restantes reciben la misma canti-
dad de células mediante inyeccién intravenosa. En el grupo subcutaneo pueden palparse tumores localiza-
dos, 1 x 1 x 2 cm, bajo la piel de los animales tras 2-4 semanas. En este punto se les inyecta i.p. a 2 anima-
les (controles) en cada grupo solucién salina fisiolégica y los 3 animales restantes reciben 10 mg de orelani-
na/kg de peso corporal i.p.

Resultados y comentarios

Dos semanas tras la primera inyeccion de solucién salina/orelanina, los tumores de los animales control en
el grupo subcutaneo tienen aproximadamente el doble de tamafio, mientras que los tumores en los animales
a los que se les inyect6 orelanina se han reducido hasta menos del 25% de su tamafio registrado en el mo-
mento de la inyeccion. En este punto se inyecta otra dosis de 5 mg de orelanina/kg de peso corporal en el
sitio tumoral de los 3 animales en el grupo subcutaneo que ha recibido previamente orelanina, y los anima-
les control reciben 10 mg de orelanina/kg de peso corporal en el sitio tumoral. Tras otras 2 semanas no hab-
ia signos evidentes de los tumores en los animales a los que se les ha inyectado dos veces orelanina, y el
tamafio del tumor en los animales anteriormente control se reduce en mas del 75%.

Una y dos semanas tras la primera inyeccion de soluciéon salina/orelanina, los 5 animales en el grupo intra-
venoso recibieron inyecciones i.v. de 5 mg/kg de orelanina o solucién salina, respectivamente. Otra semana
después, los animales se sacrifican y se examinan sus cavidades abdominales y toracicas para observar el
crecimiento tumoral. La estimacién de la masa tumoral muestra que los animales tratados con orelanina tie-
nen menos del 10% de la carga tumoral de los animales control.

Esto demuestra claramente la actividad de destruccién tumoral de la orelanina en un sistema in vivo.

Ejemplo 10: Sequridad de orelanina i.v. durante un tratamiento a largo plazo en cerdos y pe-

[ros.
Se preparan 5 cerdos de la raza de cerdos enanos Goéttingen y 5 perros mestizos (peso corporal 10-15 kg)
para hemodidlisis usando un equipo disefiado para nifios y lactantes. Los animales reciben dosis iniciales
de 10 mg de orelanina/kg de peso corporal 24 h después y los animales se someten a una sesion de dialisis
de aproximadamente 3 h. Tras la didlisis, se les inyecta a los animales 5 mg de orelanina/kg de peso corpo-
ral. El procedimiento de dialisis/reinyeccién se repite 3 veces a la semana (lunes, miércoles, viernes) duran-
te 8 semanas. Una vez a la semana se hace una valoracion del estado general de los animales. Al final del
experimento se sacrifican todos los animales, y se toman especimenes para la evaluacion histopatolégica
de corazon, pulmon, rifién, higado, bazo, intestino delgado, intestino grueso, cerebro, masculo y piel.

El comportamiento y estado general de los animales permanecen normales durante todo el periodo experi-
mental. El examen histopatoldgico no revela dafio al tejido con la excepcion de los rifiones en los que hay
dafio tubular extendido que conduce a insuficiencia renal completa.

Los resultados muestran que el tratamiento a largo plazo con dosis altas de orelanina es seguro desde el
punto de vista del paciente con cancer renal, con efectos secundarios insignificantes en tejido no renal.
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Ejemplo 11: Tratamiento de un paciente humano, que padece carcinoma de células renales
avanzado, con orelanina
A un paciente que necesita tratamiento para un carcinoma renal se le proporcionan una serie de 10 inyec-
ciones intravenosas diarias de orelanina. Se determina que la carga tumoral inicial del paciente es de
aproximadamente 2 kg. Basandose en este valor, se determina que la dosis diaria apropiada es de 280 mg
(4 mg/kg a un peso corporal de 70 kg). Antes de la primera inyeccidn, se prepara al paciente para la hemo-
dialisis o didlisis peritoneal ya que el tratamiento con orelanina destruird de manera inevitable el tejido epite-
lial renal sano junto con la destruccion de las células cancerosas, dejando por tanto el paciente sin funcion
renal. Dos horas tras cada inyeccién, se inicia la hemodidlisis y se mantiene durante 2 horas. Este procedi-
miento, con administracion repetida de cantidades menores de orelanina, tiene el beneficio de realizar una
acumulacion gradual de orelanina hasta niveles letales en el tejido tumoral, que capta activamente la sus-
tancia, mientras que las concentraciones extracelulares de la toxina se mantienen por debajo de los niveles
gue podrian provocar efectos secundarios. Opcionalmente, si la enfermedad es unilateral, el rifién no afec-
tado puede extirparse quirdrgicamente y conservarse durante el tratamiento, e intentarse su reimplante tras
la conclusién del tratamiento. La evolucion del paciente se monitoriza durante un mes, tras lo cual se pro-
porcionan administraciones en serie adicionales de orelanina segun sea necesario para inhibir el crecimien-
to del carcinoma renal. Durante el tratamiento, la masa del tejido tumoral en el paciente disminuye, y a la
conclusién del tratamiento el cancer renal estd completamente erradicado, demostrando la eficacia de la
orelanina contra el carcinoma de células claras renales.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto segun la férmula (1):

(D

en la que

Ri1, Ry, Rz y/o R, se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo flGor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C,-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C;-Cs, alcoxilo C4-Cg, alquenoxilo C4-Ceg,

cada uno de los cuales de alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol C;-Cg, al-
coxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cq puede estar sustituido adicionalmente con restos seleccionados del grupo
gue consiste en amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, o la cantidad
molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso como medicamento.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, para su uso como medicamento, en el que Ry, Ry, Rz y R,
son hidrégeno.

3. Compuesto segun la férmula (1):

D

en la que

Ri1, Ry, Rz y/o R4 se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo flGor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C1-Ce, alcoxilo C1-Cg, alquenoxilo C;-Cg,

cada uno de los cuales de alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol C;-Cg, al-
coxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cg puede estar sustituido adicionalmente con restos seleccionados del grupo
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gue consiste en amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo fldor, cloro y bromo, o la cantidad
molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de car-
cinoma de células renales.

4, Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que Ry, Ry, R3 ¥y R4 son hidrégeno.

5. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que el tratamiento de carcinoma de células
renales incluye la administracion del compuesto como una dosis Unica de 1 mg/kg a 100 mg/kg.

6. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que el tratamiento de carcinoma de células
renales incluye la administracion del compuesto en dos o mas dosis, comprendiendo cada dosis entre 1
mg/kg y 20 mg/kg del compuesto.

7. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que el tratamiento de carcinoma de células
renales incluye la administracién del compuesto en dosis secuenciales separadas entre dos y siete dias.

8. Compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en el que el tratamiento de carcinoma de células
renales incluye administracién diaria del compuesto.

9. Composicion farmacéutica que comprende al menos un portador farmacéuticamente aceptable y
de 50 mg a 3.500 mg de un compuesto segun la formula (1):

L& of
e

Rz

D

en la que

Ri1, Ry, Rz y/o R4 se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo flGor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C,-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C;-Ce, alcoxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cg,

cada uno de los cuales de alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol C;-Cg, al-
coxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cq puede estar sustituido adicionalmente con restos seleccionados del grupo
gue consiste en amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, o la cantidad
molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que Ry, R,, Rs ¥y R4 son hidrégeno.

11. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 9 6 10, en la que el compuesto es una sal far-
macéuticamente aceptable.

12. Composicién farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que la compo-
sicion se formula para la administracion intravenosa, subcutanea o intraperitoneal a un paciente.

13. Kit para su uso para tratar un paciente que padece o es susceptible de carcinoma de células rena-

les, que comprende al menos un portador farmacéuticamente aceptable y de 50 mg a 3.500 mg de un com-
puesto segun la férmula I

18
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1)

en la que

Ri1, Rz, Rz y/o R4 se seleccionan del grupo que consiste en hidrégeno, amino, mercapto, carboxilo, fosfato y
halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, alquilo C;-Cg, alquenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C;-Cg, alquenol
C;-Cs, alcoxilo C4-Cg, alquenoxilo C4-Ceg,

cada uno de los cuales de alquilo C;-Cg, alguenilo C;-Cg, alquinilo C;-Cg, alcanol C,-Cg, alquenol C,-Cg, al-
coxilo C;-Cg, alquenoxilo C;-Cg, puede estar sustituido adicionalmente con restos seleccionados del grupo
gue consiste en amino, mercapto, carboxilo, fosfato y halo, incluyendo flaor, cloro y bromo, o la cantidad
molar equivalente de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. Kit para su uso segun la reivindicacion 13, en el que el compuesto segun la formula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y el portador farmacéuticamente aceptable se combinan, en rela-
cién con la administracion, de tal manera que el compuesto segun la formula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, se disuelve completa o sustancialmente en el portador.

15. Kit para su uso segun la reivindicacién 13 6 14, en el que el compuesto se formula para la adminis-
tracién intravenosa, subcutanea o intraperitoneal a un paciente.
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