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DESCRIPCION
Composiciones para contribuir al tratamiento del cancer.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones para contribuir al tratamiento del cancer incluyendo los tumores
sélidos por medio de la administracion de un agonista de endotelina y un agente quimioterapéutico.

Antecedentes de lainvencién

El éxito del tratamiento del cancer, incluyendo tumores sélidos, sigue siendo un objetivo médico insatisfecho, a pesar
de la mejor comprensién de la biologia molecular de las células tumorales y la disponibilidad de un mayor nimero de
agentes terapéuticos potenciales. Por ejemplo, la incidencia del cancer de mama ha aumentado sustancialmente en
los ultimos 10 afios, y es la causa principal de muerte en mujeres entre 40-49 afios en Estados Unidos.

Uno de los problemas en el tratamiento del cancer es que una dosis eficaz de una amplia variedad de posibles
agentes quimioterapéuticos esta restringida por el efecto altamente toxico no selectivo de estos agentes sobre los
tejidos normales. Como resultado, muchos pacientes sufren por los efectos secundarios de la quimioterapia sin
cosechar los beneficios del tratamiento. Por ejemplo, el agente quimioterapéutico paclitaxel inhibe la proliferacion
celular e induce la apoptosis de las células tumorales. La utilidad clinica de paclitaxel se ha visto obstaculizada, sin
embargo, por las toxicidades limitantes de la dosis que incluyen la hipersensibilidad, neutropenia y neuropatia
periférica. Asi pues, existe una necesidad de desarrollar terapias contra el cancer mas especificas y menos toxicas.

La administracion dirigida de farmacos quimioterapéuticos a tumores podria tener la ventaja de mejorar la prestacion
de los agentes quimioterapéuticos y reducir al minimo sus efectos sistémicos téxicos. Dicha administracion dirigida
podria también servir para reducir la dosis requerida de agentes quimioterapéuticos disminuyendo con ello los
efectos adversos e inaceptables de estos agentes. Una forma posible para lograr la administracion dirigida selectiva
de agentes quimioterapéuticos es utilizar las caracteristicas diferenciales de la vasculatura tumoral.

Los tumores de mas de unos pocos milimetros de tamafio requieren un suministro constante de nutrientes y, por lo
tanto, desarrollan su propio sistema vascular y flujo sanguineo. Folkman, Cancer Res, 46:467 (1986). Sin el alimento
constante de estos vasos sanguineos en desarrollo, los tumores se vuelven hipdxicos y mueren posteriormente. La
formacion de nueva vasculatura a partir de los vasos sanguineos existentes se denomina "angiogénesis".

Durante la angiogénesis, los vasos sanguineos tumorales sustancialmente se desarrollan de manera diferente de la
vasculatura normal, y tienen propiedades diferentes. Células epiteliales en una capa Unica son los primeras vasos
sanguineos tumorales que se forman rapidamente. Estos vasos sanguineos tumorales recién formados no tienen
una capa de musculo liso o inervacién. Los tumores también incorporan vasos sanguineos maduros que poseen
todas sus funciones de auto regulacion. Mattsson et al., Tumor Blood Circulation, CRC Press, Boca Ratdn, pagina
129 (1979); Reinhold, Tumor Blood Circulation, CRC Press, Boca Ratén, pagina 115 (1979), Warren, Tumor Blood
Circulation, CRC Press, Boca Raton, pagina 26 (1979).

El tono vascular (el grado en que los vasos sanguineos se dilatan o contraen) se rige por una serie de factores
endégenos incluyendo el H, K7, ca®, pO2 pCO; y 6xido nitrico (NO), asi como otras sustancias reguladoras tales
como la endotelina (ET-1). Secombe et al,, Landes, Austin, pagina 40 (1994), Luscher et al., The endothelium:
modulator of cardiovascular function, CRC Press, Boca Ratén, pagina 61 (1990). ET-1 contribuye a la regulacion del
tono vascular significativamente (Yanagisawa et al., Nature, 332:411 (1988)) y los investigadores han mostrado un
aumento en la expresion de los receptores ET1 y ETg en tumores sélidos que incluyen los carcinoma de mama.
Alanen et al., Histopathology, 36:161 (2000), Nelson et al., Cancer Res, 56:663 (1996), Kar et al., Biochem Biophys
Res Commun 216:514 (1995); Pagotto et al., J Clin Invest, 96:2017 (1995), Yamashita et al., Cancer Res, 52:4046
(1992). Yamashita et al., Res Commun Chem Pathol Pharmacol, 74:363 (1991). Ademas, la estimulacion de los
receptores ETg causa un incremento en el suministro de sangre a los tumores a través de la vasodilatacion de los
vasos sanguineos del tumor. La presente invencidn se aprovecha de este hecho usando agonistas del receptor ETg
para incrementar selectivamente el flujo de sangre a los tumores a fin de mejorar la administracién dirigida de los
agentes quimioterapéuticos.

El documento de patente internacional WO 2004/037235 (La Junta de Gobierno de la Universidad de lllinois)
describe composiciones y métodos para la prevencién o el tratamiento de un cancer de mama. La composicion vy el
método pueden utilizar un agonista de la endotelina B y un agente quimioterapéutico como ingredientes activos para
tratar un tumor sélido en mamiferos, incluyendo los seres humanos. Alternativamente, la composicién y el método
pueden utilizar un antagonista de la endotelina B y un inhibidor opcional de la angiogénesis para el tratamiento de un
tumor sélido en mamiferos, incluyendo los seres humanos.
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Breast Cancer Research and Treatment, Nijhoff, Boston, Vol. 94, N° 3, 1 de diciembre de 2005 (01/12/2005), paginas
237-247), describe IRL 1620 como un vasodilatador selectivo del tumor para mejorar la administracion y eficacia del
paclitaxel.

Los Proceedings of the Annual Meeting of the American Association for Cancer Research, Nueva York, NY, volumen
96, 1 de enero de 1900 (01/01/1900), pagina 1349, revela IRL1620 como un vasodilatador selectivo del tumor para
mejorar la administracion y eficacia del paclitaxel en los tumores de mama y melanoma.

Current Genitourinary Cancer Surgery, XVI-II+699P. Lea y Febiger: Philadelphia, Pennsylvania, Estados Unidos,
Londres, Inglaterra, Reino Unido. llus. 1990, paginas 507-518, describe composiciones para el tratamiento de cancer
de préstata, que incluyen doxorrubicina y 5-fluorouracilo.

El documento de patente internacional WO 2006/091767 de Spectrum Pharmaceuticals, Inc. da a conocer que los
tumores sélidos, por ejemplo, tumores de mama y de préstata, se pueden tratar mediante la administracion de un
agonista tal como IRL 1620 y un agente quimioterapéutico tal como la doxorrubicina, paclitaxel y 5-fluorouracilo.

Drugs News and Perspectives, Vol. 8, N° 6, 1 Agosto 1995, paginas 365-391, describe los efectos vasculares de las
endotelinas.

Compendio de lainvencién
La presente invencion se dirige a las composiciones como se definen en la reivindicacién 1 anexadas.

La invencion ademas se refiere a la combinacion de agentes para usar en el tratamiento del tumor de préstata como
se define en la reivindicacion 6 anexada.

Los canceres que son tratados con las composiciones segun la presente invencion son los tumores de prostata.
Breve descripcion de los dibujos

Las figuras1lA y 1B muestran los efectos de las diferentes dosis de IRL1620 sobre la perfusion del tumor de préstata
segun se mide por flujometria de laser Doppler (14A) y el porcentaje de cambio en la perfusion del tumor de préstata
desde la linea de base que sigue a la administracion de IRL 1620 (14B);

La figura 2 muestra el efecto de IRL 1620 sobre la concentracion de [“C]-doxorrubicina (DOX) en el tumor y otros
organos principales de ratas con tumor de prostata;

La figura 3 muestra el peso corporal (3A); el volumen del tumor (3B); y el peso del tumor (3C) de ratas con tumor de
prostata después de la administracion de IRL 1620 y DOX;

La figura 4 muestra el peso corporal (4A); el volumen del tumor (4B); y el peso del tumor (4C) de ratas con tumor de
préstata después de la administracion de IRL 1620 y de 5-fluorouracilo (5-FU);

Descripcion detallada
1. Definiciones

Informacion de la instruccién: como se usa en esta solicitud, el término “informacién de la instruccién” significara el
material que acompafia un producto farmacéutico que proporciona una descripcion de como administrar el producto,
junto con los datos de seguridad y los datos de eficacia requeridos para permitir al médico, farmacéutico y paciente
tomar una decision informada con relacion al uso del producto. Esta informacion de la instruccién generalmente se
designa como el “prospecto” para un producto farmacéutico. La informacion de la instruccion puede venir de muchas
formas incluyendo, sin limitaciéon, un papel insertado, un cd rom o direcciones a un sitio web que contiene la
informacién relacionada con el producto farmacéutico.

Profarmaco: como se usa en esta solicitud, el término "profarmaco” se entendera como compuestos que se
transforman rapidamente in vivo a un compuesto Util de la invencion, por ejemplo, por hidrdlisis. Una discusion
detallada de profarmacos se proporciona en Higuchi et al., Prodrugs as Novel Delivery Systems, volumen 14, de la
A.C.S.D. Symposium Series, y en Roche (editores), Bioreversible Carriers in Drugs Design, American
Pharmaceutical Association y Pergamon Press, 1987.

Tratar, tratamiento o contribucién al tratamiento de: tal como se usa en esta solicitud, los términos “tratar",
"tratamiento” y "contribuir al tratamiento de” se entenderan como prevenir, retardar la progresién o crecimiento de,
contraer o eliminar un céncer, incluyendo un tumor sélido. Como tal estos términos incluyen ambas cosas
tratamiento médico terapéutico y/o administracion profilactica, segun corresponda.
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Sustancialmente simultaneamente: tal como se usa en esta solicitud, el término "sustancialmente simultdneamente”
se entenderda como que dos preparaciones farmacéuticas (es decir, un agonista de ETg y un agente
guimioterapéutico) se administran al mismo tiempo. Segun esta definicién, "mismo tiempo" deberia leerse como que
incluye, exactamente simultdneamente asi como dentro de aproximadamente diez minutos.

La mayoria de los agentes quimioterapéuticos tienen propiedades citotoxicas que estan dirigidas a destruir las
células cancerosas, pero en el proceso infligen un dafio significativo a los sistemas normales fisiolégicos del cuerpo.
Seria una gran ventaja, por lo tanto, administrar selectivamente agentes quimioterapéuticos a tumores sélidos
ayudando asi a evitar estos efectos negativos del tratamiento del cancer.

La angioarquitectura de los vasos sanguineos del tumor es diferente de la de los vasos normales sanguineos.
Carmeliet y Jain, Nature, 407:249 (2000). Por tanto, la reactividad vascular de los tumores difiere de la del tejido
normal. Por ejemplo, la administracion de donantes de 6xido nitrico, agonistas de nicotinamida y bradiquinina
modula el flujo de sangre a los tumores. Jordan et al., Int J Radiat Oncol Biol Phys, 48: 565 (2000); Fukumura et al.,
Am J Pathol, 150:713 (1997); Hirst et al., Br J Radiol, 67: 795 (1994).

La endotelina es una sustancia vasoactiva que modula el flujo sanguineo y que esta presente en grandes
concentraciones en tejidos de carcinoma de mama en comparacién con el tejido normal de mama (especificamente,
la endotelina puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 12 pg/mg en tejidos de carcinoma de
mama en comparacion con aproximadamente 0,12 pg/mg en el tejido mamario normal). Kojima et al., Surg Oncol, 4
(6):309 (1995); Kurbel et al., Med Hyphotheses, 52(4):329 (1999), Patel et al., Mol Cell Endocrinol, 126(2):143
(1997); Yamashita et al., Cancer Res, 52(14):4046 (1992); Yamashita et al., Res Commun Chem Pathol Pharmacol,
74(3):363 (1991). Las endotelinas son una familia de péptidos ciclicos con 21 aminoacidos, que comprende tres
isoformas en mamiferos, ET-1, ET-2 y ET-3. Inoue et al., Proc Natl Acad Sci USA 86:2863 (1989); Yanagisawa et
al., Nature, 332:411 (1988). Las endotelinas ejercen sus efectos mediante la unién a dos receptores de la superficie
celular diferentes, ETa y ETg. El receptor ETg se une a los tres isotipos del péptido con la misma afinidad. Por el
contrario, el receptor ETa se une a ET-1 con mayor afinidad que las otras isoformas. Ambos receptores pertenecen
al sistema de receptores acoplados a la proteina G y median las respuestas biolégicas de una variedad de
estimulos, que incluyen factores de crecimiento, polipéptidos vasoactivos, neurotransmisores y hormonas. Masaki, J
Cardiovasc Pharmacol, 35:S3 (2000); Gulati, Preface. Adv Drug Deliv Rev, 40:129 (2000); Gulati et al., Am J Physiol,
273:H827 (1997); Levin, N Engl J Med, 333:356 (1995). Los receptores ETB, un sujeto de la presente invencion,
estan presentes tanto en las células endoteliales (ECs) como en las células musculares lisas vasculares (VSMCs) y
estan aumentados en el tejido de cancer de mama (incluyendo, el tejido invasivo asi como el tejido ductal y lobular
del carcinoma de mama en los seres humanos) en comparacion con el tejido mamario normal. Wulfing et al., Oncol
Rep, 11:791 (2004); Wulfing et al., Clin Cancer Res, 9:4125 (2003); Alanen et al., Histopathology, 36(2):161 (2000).
La endotelina actta sobre los receptores ETg para producir dilatacion vascular y aumentar el flujo sanguineo al tejido
del tumor de mama. Los receptores ETg que predominan en ECs, producen vasodilatacion mediante la liberacion de
factores tales como la prostaciclina y el 6xido nitrico. De Nucci et al., Proc Natl Acad Sci USA, 85:9797 (1988).
Debido a que ET-1 produce un aumento en el flujo de sangre a los tumores mediante la estimulacién de los
receptores ETg, un agonista del receptor ETg puede utilizarse para incrementar selectivamente el suministro de
sangre a los tumores, aumentando asi la administracion dirigida y la eficacia resultante de los agentes
quimioterapéuticos.

Receptores ETg se han evidenciado en, por ejemplo y sin limitacion, canceres de ovario, miofibroblastos, tumores
del sarcoma de Kaposi y vasos intratumorales, canceres de mama y melanomas. Bagnato et al., Am J Pathol,
158:841 (2001); Alanen et al., Histopathology, 36(2):161 (2000); Bagnato et al., Cancer Res, 59:720 (1999), Kikuchi
et al., Biochem Biophys Res Comm, 219:734 (1996). Por lo tanto, la administracion de un agonista del receptor ETg
en combinacién con un agente quimioterapéutico se puede utilizar para contribuir al tratamiento de tumores sdlidos,
incluyendo, sin limitacién, el cancer de ovario, carcinoma de colon, sarcoma de Kapoli, cancer de mama y
melanoma.

El agonista de ETg utilizado en la presente invencion es IRL 1620.

IRL 1620 es un analogo de ET-lineal cuya estructura se basa en el extremo carboxi terminal de ET-1 y es 120.000
veces mas selectivo para los receptores ETg. Okada y Nishikibe, Cardiovasc Drugs Rev, 20:53 (2002), Douglas et
al., Br J Pharmacol, 114:1529 (1995). IRL1620 es un agonista altamente potente y selectivo de ETg, con evidencia
reportada de su selectividad por el subtipo de receptor ETg: con preferencia sobre el subtipo ETg,. Brooks et al., J
Cardiovasc Pharmacol, 26 Suplemento 3:S322 (1995).

En una realizaciéon de la presente invencién, el agonista de endotelina se utiliza en conjuncién con el agente
guimioterapéutico para contribuir al tratamiento de un tumor sélido. En este método, el agonista de endotelina,
notablemente un agonista de ETg en particular, aumenta el flujo sanguineo hacia el tumor, que es rico en receptores
ETe. El agonista de ETg, por tanto, proporciona un blanco mas selectivo para el agente quimioterapéutico y mejora el
efecto del agente quimioterapéutico.
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Se ha teorizado, pero no se confia en este documento, que los agonistas de endotelina estimulan los receptores ETg
para dilatar los vasos sanguineos del tumor, de esta forma aumentando el flujo de sangre y la conduccion resultante
de agentes quimioterapéuticos al tumor. El aumento de la perfusion sanguinea de los tumores causados por los
agonistas de endotelina también aumenta la oxigenacién del tejido. La oxigenacién mejorada puede potenciar la
accion de los agentes quimioterapéuticos. La endotelina también puede tener propiedades mitogénicas. Las
acciones mitogénicas de la endotelina pueden ayudar a aumentar la accién de los agentes quimioterapéuticos,
cuando se administran juntos. La accion mitogénica de un agonista de endotelina puede aumentar la accion de los
agentes quimioterapéuticos, mejorando su incorporacién en las células en division, aumentando asi su eficacia.

La quimioterapia esta indicada frecuentemente como un adyuvante a la cirugia en el tratamiento de un cancer. El
objetivo de la quimioterapia en el tratamiento adyuvante es reducir el riesgo de recurrencia y mejorar la
supervivencia libre de enfermedad cuando el tumor primario ha sido controlado. La quimioterapia es utilizada como
un tratamiento adyuvante del cancer, con frecuencia cuando la enfermedad es metastasica. Un agonista de ETg, por
lo tanto, es especialmente Util antes o después de la cirugia en el tratamiento de un tumor sélido en combinacién con
quimioterapia.

EJEMPLO
Modelo de tumor de préstata

Efecto de IRL 1620 en la perfusion del tumor de prostata, biodistribucion y eficacia de la doxorrubicina y el 5-
fluorouracilo.

Después de demostrar que IRL 1620 puede mejorar la eficacia de paclitaxel en un modelo de tumor de mama, se
examino también su efecto en un modelo de tumor de prostata. Especificamente, se examiné si RL 1620 podria
potenciar los efectos anticancerigenos de la doxorrubicina (DOX) y 5 -fluorouracilo (5-FU) en un modelo de tumor de
cancer de préstata.

Ratas Copenhague de cinco semanas de edad portadoras de un tumor de prostata (Harlan, Indianapolis, IN) que
pesaban de 100-120 gramos fueron elegidas para su uso en los estudios del modelo de tumor de prdéstata
descritos. Las instalaciones animales se mantuvieron a una temperatura controlada (23 + 1° C), humedad (50 +
10%) y en un patrén de luz/oscuridad de 12 horas con iluminacion artificial (L0600-1800 h). Se alojaron tres ratas en
una jaula y se les dio comida y agua ad libitum. Se permitié a las ratas aclimatarse al ambiente durante al menos
una semana antes del examen veterinario y el inicio de la experimentacion. Todos los procedimientos y cuidado de
los animales estaban de acuerdo con las directrices establecidas por el Comité de Cuidado de Animales de la
Universidad de lllinois en Chicago. Las instalaciones animales se mantuvieron de acuerdo con las regulaciones
federales y estadn acreditadas por la Asociacion Americana para la Acreditacion de Cuidado de Animales de
Laboratorio.

Se obtuvo IRL 1620 de American Peptide (Sunnyvale, CA). El clorhidrato de [**C]doxorrubicina ([**CJadriamicina) se
adquirio en GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido). La ketamina y xilazina fueron adquiridas de Phoenix
Scientific, Inc. (St. Joseph, MO). El solubilizante de tejido (TS-2) se obtuvo de RPI Corp. (Chicago, IL).

Se indujeron tumores de prostata en ratas macho de Copenhague con células JHU-4 (MAT-LyLu) obtenidas de
ATCC (Manassas, VA). Véase Gaddipati et al., J Exp Ther Oncol, 4(3): 203-12 (2004) lo que se incorpora aqui como
referencia. Las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal (10%) en una
incubadora humidificada que contenia 5% de CO; a 37° C. Se afeitd el pelo del lado dorsal del cuello, y los animales
se inocularon con 10.000 JHU-4 (MAT-LyLu) células en 100 pl de solucién salina tamponada con fosfato por
inyeccion subcutanea (sc). La aparicion y ubicacion de los tumores se monitorizé mediante palpacién manualmente
y los didmetros de los tumores se midieron con un calibrador digital. Los procedimientos experimentales comenzaron
una vez que el tamafio del tumor alcanz6 aproximadamente 200 mm?.

Estudio de perfusion. Se anestesiaron las ratas usando ketamina (100 mg/kg) y xilazina (2 mg/kg) como una
inyeccion combinada intraperitoneal (ip). Se afeitd el pelo alrededor de la zona del tumor y los animales se colocaron
en una almohadilla de calefaccion (37° C) para minimizar las variaciones de temperatura. Se separ6 la piel que
rodeaba el tejido tumoral a aproximadamente 3 mm de ancho y aproximadamente 3 mm de largo para exponer el
tumor. Se aplicé a la superficie del tumor expuesto una sonda de fibra optica modelo estandar conectada a un
flujometro Periflux Laser Doppler PF2b 4000 (sonda de flujo MP3, Moors Instruments, Devon, Inglaterra). La
constante de tiempo se fij6 a 1,5 segundos y el ancho de banda a 4 kHz. Este método mide un desplazamiento
Doppler en la luz laser (flujo), que esta determinado por el nimero y la velocidad de los eritrocitos, y es proporcional
al flujo sanguineo total dentro de un volumen de tejido dado. Los valores de flujo se calcularon utilizando Polyview
software. Se obtuvo una linea de base de 15 minutos de grabacién estable antes de la administracion de solucion
salina o de IRL 1620. Se administr6 a los animales IRL 1620 (1, 3, o 6 nmoles/kg) en un volumen final de 0,2 ml a
través de la vena de la cola y se registro la perfusion durante 3 horas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2402232713

Como se puede ver en las figuras 1A y 1B, la administraciéon de solucién salina o de 1 nmol/kg de IRL1620 no
produjo ningin cambio significativo en la perfusion de sangre del tumor en ratas que portaban tumores. La
administracion de 3 nmoles/kg o 6 nmoles/kg produjo un aumento méximo en la perfusion de sangre del tumor de
102,8% y 79,12% respectivamente desde la linea de base. Este aumento en la perfusién fue significativo a los 15,
30, y 60 minutos si se compara con el valor basal y el de las ratas tratadas con solucién salina (p < 0,005). Asi, dosis
apropiadas de IRL 1620 aumentan transitoriamente la perfusién de sangre del tumor en un modelo animal de cancer
de prostata.

Estudio de biodistribucién. Ratas portadoras de tumores se agruparon aleatoriamente (n = 6/grupo) para recibir
solucion salina o IRL1620 (1, 3 o 6 nmoles/kg) a través de la vena de la cola en un volumen final de 0,2 ml. Las ratas
de cada grupo recibieron entonces [14C]doxorrubicina (1 uCi/ rata) por via intravenosa en un volumen final de 1,0 ml
15 minutos después de la administracién de solucién salina o IRL 1620. Los animales se sacrificaron 3 horas
después de la administracion de [14C]doxorrubicina. Se examind la concentracion de [14C]doxorrubicina en el tumor,
corazén, cerebro, rifiones, higado, pulmones, médula O6sea, prostata, muisculos esqueléticos y
bazo. Especificamente, el tumor y los érganos se cortaron en trozos pequefios. Se separaron los fémures de ambas
piernas y se pesaron con la médula dsea eliminada utilizando una jeringa que contenia un solubilizador de
tejido. Aproximadamente 500 mg de tejido o tumor se colocaron en viales separados que contenian solubilizador de
tejido (6 ml) y se incubaron en un bafio de agua a 50° C. Los viales se retiraron del bafio de agua después de que se
disolviera el tejido o tumor y se afiadié 1,2 ml de &cido acético glacial al 10%. Los contenidos del vial se dividieron
entonces igualmente en 3 viales y se afiadié 15 ml de céctel de centelleo liquido, (Safety Solve, RPI Corp, Chicago,
IL), a cada vial y se mantuvieron durante la hoche en reposo para alcanzar el equilibrio. La radiactividad en los tubos
se contd usando un contador de centelleo liquido (Beckman Coulter LS 6500).

Como puede verse en la figura 2, la administracion de 1 nmol/kg de IRL 1620 no produjo ningun cambio significativo
en la captacion de [“*C]doxorrubicina en el tejido tumoral o en los otros tejidos. Las concentraciones de
[*C]doxorrubicina en el tumor, sin embargo, aumentaron significativamente en aquellas ratas que recibieron 3
nmoles/kg de IRL 1620 (115,85% de aumento, p < 0,01) o 6 nmoles/kg de IRL 1620 (80,02% de aumento, p < 0,05)
cuando se compar6 con las ratas tratadas con solucién salina. Ninguna dosis de IRL 1620 produjo un aumento
significativo en la acumulacion de [14C]doxorrubicina en el corazén, cerebro, rifiones, higado, pulmones, médula
Osea, bazo, préstata o en los masculos esqueléticos cuando se compararon con los animales de control. De manera
que IRL1620 puede selectivamente aumentar la administracién de agentes quimioterapéuticos al tejido tumoral.

Estudios de eficacia: efecto de IRL 1620 en la eficacia de la doxorrubicina (DOX)

En este estudio, se obtuvo IRL 1620 (N-succinil-[Glu9,Alal1,15] fragmento de endotelina 8-21) de American
Peptides (Sunnyvale, CA). El clorhidrato de doxorrubicina (adriamicina, solucion de 2 mg/ml) se obtuvo de Ben
Venue Laboratories Inc. (Bedford, OH). 5-Fluorouracilo (50 mg/ml) se obtuvo de Cadlia Pharmaceuticals
(Ahmedabad, India). La ketamina y xilazina se obtuvieron de Phoenix Scientific, Inc. (St. Joseph, MO).

Se indujeron tumores de prostata en ratas macho de Copenhague de cinco semanas de edad (Harlan, Indianapolis,
IN) como se describié anteriormente. Los procedimientos experimentales comenzaron una vez que el tamafio del
tumor fue aproximadamente de 200 mm?®. Los animales portadores del tumor se dividieron al azar en seis grupos (8
ratas/grupo):

Grupo | — Solucién salina;

Grupo Il - IRL 1620 (3 nmoles/kg);

Grupo Il - Vehiculo (solucion salina) + DOX (2,5 mg/kg);
Grupo IV - Vehiculo (solucion salina) + DOX (5 mg/kg);
Grupo V - IRL 1620 (3 nmoles/kg) + DOX (2,5 mg/kg); y
Grupo VI - IRL 1620 (3 nmoles/kg) + DOX (5 mg/kg).

DOX se diluyé en solucion salina en un volumen final de 1:0 ml y se inyecté en la vena de la cola 15 minutos
después de la administracién de solucion salina o IRL 1620. El régimen de dosificacion fue una vez cada tres dias
para un total de cuatro dosis. Se verificaron el peso corporal y el tamafio del tumor cada tercer dia hasta 12 dias
después de la dosis final. Los animales se sacrificaron 12 dias después de la Ultima (cuarta) dosis. Los tumores se
separaron y se pesaron, y los tejidos se observaron en cuanto a metastasis a groso modo. Los tejidos y tumores se
conservaron en formalina tamponada al 10% para el analisis histopatoldgico.

Peso corporal. Hubo un aumento en el peso corporal en los grupos de ratas tratadas solamente con solucion salina
o IRL 1620. El peso corporal de los animales tratados solo con solucién salina o solo con IRL 1620 al comienzo del
experimento, fue de 152 + 6,97 y 148,8 + 2,52 g respectivamente que aumenté a 178,8 + 4,7 y 175,72 + 2,35 g,
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respectivamente, en el dia 19 del estudio. Las ratas que recibieron soluciéon salina y DOX, o IRL 1620 y DOX
mostraron una disminucioén en el peso corporal. La disminucién maxima en el peso corporal fue -8,46 + 3,88 y -10,03
+ 2,12 en el grupo de ratas tratadas con solucién salina + DOX (5 mg/kg) y IRL 1620 + DOX (5 mg/kg),
respectivamente, en el dia 13. Sin embargo, la disminucion en el peso corporal no fue estadisticamente significativa
en ninguln tiempo entre ninguno de los grupos administrados con DOX desde el comienzo del tratamiento (figura
3A).

Volumen del tumor. El volumen del tumor de las ratas tratadas con solucién salina o IRL 1620 aument6 a un ritmo
rapido y todas las ratas en estos grupos fueron sacrificadas en el dia 19 debido a la gran carga tumoral. Todos los
demas grupos fueron sacrificados en el dia 22. Las ratas tratadas con solucion salina o IRL 1620 mostraron un
volumen tumoral de 10166 + 957 and 11033 + 873 mm?, respectivamente, en el sacrificio. El volumen tumoral de las
ratas tratadas con solucién salina + DOX (2,5 mg/kg) y solucién salina + DOX (5 mg/kg) fue 9102 + 1442 y 4204 +
299 mm®, respectivamente. Las ratas tratadas con IRL 1620 + DOX (2,5 mg/kg) tuvieron un volumen tumoral de
5544 + 845 mm?®. EI menor volumen tumoral (1965 + 332 mm3) se observé en el grupo de ratas tratadas con IRL
1620 + DOX (5 mg/kg). La disminucion en el volumen tumoral en ratas tratadas con IRL 1620 + DOX (5 mg/kg) fue
significativa en los dias 10, 13, 16, 19 y 22 en comparacién con las ratas tratadas con solucién salina + DOX (5
mg/kg) (figura 3B).

Peso del tumor. Las ratas tratadas con solucion salina, IRL 1620, y solucion salina + DOX (2,5 mg/kg), mostraron un
peso del tumor comparable en el sacrificio (19,14 + 1,8, 20,77 + 1,64 y 17,14 + 2,42, g, respectivamente). El peso
del tumor de las ratas tratadas con solucion salina + DOX (5 mg/kg); IRL 1620 + DOX (2,5 mg/kg) y IRL 1620 + DOX
(5 mg/kg) se redujo a 7,19 + 0,56, 10,44 + 1,42 y 3,31 £ 1,64 g, respectivamente, en el sacrificio en el dia 22. Hubo
una diferencia significativa en el peso del tumor entre las ratas tratadas con solucion salina + DOX (5 mg/kg) e IRL
1620 + DOX (5 mg/kg) (p < 0,005). Estos estudios demuestran que IRL 1620 aumentd significativamente la eficacia
anticancerosa de DOX (figura 3C).

Estudios de eficacia: Efecto de IRL 1620 en la eficacia del 5-fluorouracilo (5-FU)

En un estudio de seguimiento, se siguieron los mismos procedimientos excepto que las ratas portadoras de tumores
se agruparon aleatoriamente en los siguientes seis grupos (6 ratas/grupo) a fin de examinar el efecto de IRL 1620 en
la eficacia de 5-FU:

Grupo | — Solucién salina;

Grupo Il - IRL 1620 (3 nmoles/kg);

Grupo Il - Vehiculo (solucién salina) + 5-FU (25 mg/kg);
Grupo IV - Vehiculo (solucién salina) + 5-FU (50 mg/kg);
Grupo V - IRL 1620 (3 nmoles/kg) + 5-FU (25 mg/kg); y

Grupo VI - IRL 1620 (3 nmoles/kg) + 5-FU (50 mg/kQ).

5-FU se diluy6 en solucion salina en un volumen final de 1,0 ml y se inyectd en la vena de la cola 15 minutos
después de la administracion de solucion salina o IRL 1620. El esquema de dosificacién y procedimientos fueron los
mismos que los del estudio DOX mencionados.

Peso corporal. El peso corporal de los animales de solucién salina o de IRL 1620 en el comienzo del experimento,
fue 172 £ 4,87 y 176,9 + 6,19 g respectivamente, que aumentd a 200,3 + 2,57 y 202,2 + 7,28 g, respectivamente, en
el dia 16. El porcentaje de diferencia en la ganancia de peso corporal de los animales de solucién salina o de IRL
1620 en el dia 16 desde el inicio del experimento, fue 16,17 + 1,64 y 14,19 * 1,66, respectivamente. El peso corporal
de las ratas en los otros grupos fue comparable en el inicio del tratamiento y fue 170,38 + 2,61, 174,6, + 3,45, 174,7
+ 5,78 y 179,45 + 2,53 g para la solucion salina + 5FU (25 mg/kg), solucién salina + 5-FU (50 mg/kg), IRL 1620 +
5FU (25 mg/kg) e IRL 1620 + 5-FU (50 mg/kg) respectivamente. Sin embargo, el peso corporal declind durante el
estudio en las cantidades siguientes: solucién salina + 5-FU (25 mg/kg): - 5,46 + 3,39; solucién salina + 5-FU (50
mg/kg): -10,97 + 2,18; IRL1620 + 5-FU (25 mg/kg): - 8,27 + 2,31, e IRL 1620 + 50 mg/kg: -11,20 + 2,41 (figura 4A).

Volumen del tumor. Las ratas tratadas con solucion salina o IRL 1620 tuvieron un rapido aumento progresivo en el
tamafo del tumor y todas las ratas en estos grupos se sacrificaron el dia 16 debido a la carga tumoral grande. No
hubo diferencias significativas en el tamafio del tumor de las ratas administradas con solucién salina + 5-FU (25
mg/kg) e IRL 1620 + 5-FU (25 mg/kg). Sin embargo, hubo una disminucién consistente significativa en el volumen
del tumor de ratas tratadas con IRL 1620 + 5-FU (50 mg/kg) en los dias 13, 16, 19 y 22 en comparacion con las
tratadas con solucion salina + FU (50 mg/kg), (figura 4B).
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Peso del tumor. No hubo diferencias en el peso del tumor de ratas administradas con solucion salina o IRL 1620 en
el sacrificio en el dia 16 (los pesos fueron 17,92 + 2,01 y 19,50 + 2,37 g respectivamente). Hubo un descenso del
38,18% en el peso de los tumores de ratas tratadas con IRL 1620 + 5-FU (25 mg/kg) en comparacién con los
animales tratados con solucion salina + 5FU (25 mg/kg). Ademas, hubo una diferencia de 167,19% en el peso
tumoral entre ratas tratadas con IRL1620 + 5-FU (50 mg/kg) y solucion salina + 5-FU (50 mg/kg), (p < 0,01) (figura
4C). Estos resultados demuestran que IRL 1620 aumenta significativamente la eficacia de 5-FU en la reduccion del
volumen del tumor y el peso del tumor.

Estos estudios demuestran colectivamente que IRL 1620 es eficaz en un modelo animal de cancer de prostata para
aumentar la perfusion de sangre en el tumor, aumentar el suministro de agentes quimioterapéuticos al tumor y
mejorar la eficacia de los agentes quimioterapéuticos.

En conclusion, IRL 1620 se puede utilizar como un vasodilatador selectivo para el tumor y se puede utilizar para
incrementar selectivamente la administracion y la eficacia de los agentes quimioterapéuticos. El presente estudio
demuestra claramente que se pueden lograr mayores concentraciones en varios multiples del farmaco en el tejido
tumoral mediante la adopcidn de esta estrategia terapéutica. Finalmente, también se han propuesto antagonistas del
receptor de ETa para mejorar el flujo sanguineo del tumor (Sonveaux et al., Cancer Res, 64:3209 (2004)) y se
pueden utilizar para mejorar la administracion de farmacos anticancerigenos al tumor segun la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen los ingredientes activos descritos son adecuadas para la
administracion a seres humanos u otros mamiferos. Tipicamente, las composiciones farmacéuticas son estériles, y
no contienen compuestos toxicos, carcinogénicos o mutagénicos, que causarian una reaccion adversa cuando se
administraran. La administracion de la composicién farmacéutica se puede realizar antes, durante, o después de la
aparicion del crecimiento del tumor sélido.

Un método de la presente divulgacion puede realizarse utilizando ingredientes activos como los descritos
anteriormente, o como una sal fisioldgicamente aceptable, derivado, pro-farmaco o solvato de los mismos. Los
ingredientes activos pueden ser administrados como el compuesto puro 0 como una composicién farmacéutica que
contiene una o ambas entidades.

Las composiciones farmacéuticas incluyen aquellas en las que los ingredientes activos se administran en una
cantidad eficaz para conseguir su propésito previsto. Mas especificamente, una "cantidad terapéuticamente eficaz"
significa una cantidad eficaz para prevenir el desarrollo de, para eliminar, para retardar la progresion de, o para
reducir el tamafio de un tumor sélido. La determinacidn de la cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la
capacidad de los expertos en la técnica, especialmente a la luz de la descripcién detallada proporcionada en el
presente documento.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" se refiere a aquella cantidad de los ingredientes activos que consigue lograr el
efecto deseado. La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos ingredientes activos se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, la
determinacion de la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la DEs (la dosis terapéuticamente eficaz en el
50% de la poblacion). La relacién de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico que se
expresa como la relacion entre la DLso y la DEso. Se prefiere un indice terapéutico alto. Los datos obtenidos se
pueden utilizar para formular un intervalo de dosificacién para uso en seres humanos. La dosificacion de los
ingredientes activos preferiblemente se encuentra dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que
incluyen la DEsp con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de
la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada.

La formulacién y la dosis exacta son determinadas por un médico individual a la vista de la condicion del
paciente. La cantidad y los intervalos de las dosis se pueden ajustar individualmente para proporcionar
concentraciones de los ingredientes activos que sean suficientes para mantener los efectos terapéuticos o
profilacticos.

La cantidad de composiciéon farmacéutica administrada puede ser dependiente del sujeto a tratar, del peso del
sujeto, la gravedad de la afliccion, la manera de administracion, y el juicio del médico que prescribe.

Los ingredientes activos se pueden administrar solos o en mezcla con un vehiculo farmacéutico seleccionado con
respecto a la via de administracion deseada y la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas
para uso segun la presente invencion pueden asi ser formuladas de una manera convencional usando uno o mas
vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los
ingredientes activos en preparaciones que puedan usarse farmacéuticamente.

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de los ingredientes activos, la composicion puede estar
en la forma de una soluciéon acuosa libre de pir6genos, parenteralmente aceptable. La preparacién de dichas
soluciones parenteralmente aceptables, que tienen en cuenta el pH, isotonicidad, estabilidad y similares, esta dentro
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de la experiencia en la técnica. Una composicion preferida para inyeccion intravenosa contendra tipicamente un
vehiculo isoténico aunque esta caracteristica no es necesaria.

Para uso veterinario, los ingredientes activos se administran como una formulacién convenientemente aceptable
segun la préctica veterinaria normal. El veterinario puede facilmente determinar el régimen de dosificacién que sea
mas apropiado para un animal particular.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un agonista del receptor ETg para uso en un método que comprende la
administracion de dicha composicion con un agente quimioterapéutico para tratar un cancer de préstata en donde el
agonista del receptor ETg es IRL 1620 y el agente quimioterapéutico se selecciona entre la doxorrubicina y el 5-
fluorouracilo.

2. Una composicién para uso segln la reivindicacion 1, que ademas comprende dicho agente
quimioterapéutico.

3. Una composicion para uso segun la reivindicacién 2, en donde dicho agonista del receptor ETg y dicho
agente quimioterapéutico son parte de la misma composicién, se proporcionan como composiciones separadas, 0
ambos.

4. Una composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho agente
quimioterapéutico es la doxorrubicina.

5. Una composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho agente
quimioterapéutico es el 5-fluorouracilo.

6. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata, en donde dicho agonista del receptor ETg es IRL 1620 y dicho agente quimioterapéutico se selecciona
entre la doxorrubicina y el 5-fluorouracilo.

7. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata segun la reivindicacion 6, en donde dicho IRL 1620 esta presente en una cantidad de 3 nmoles/kg y la
doxorrubicina esta presente en una cantidad de 2,5 mg/kg o 5 mg/kg.

8. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
préstata segun la reivindicacion 6, en donde dicho IRL 1620 esta presente en una cantidad de 3 nmoles/kg y dicho
5-fluorouracilo estéa en una cantidad de 25 mg/kg o 50 mg/kg.

9. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata segun la reivindicacion 6, en donde dicho agonista del receptor ETg aumenta selectivamente el suministro
de sangre a dicho tumor de proéstata.

10. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata segun la reivindicacion 9, en donde dicho aumento de dicho suministro de sangre a dicho tumor de prostata
aumenta la administracion de dicho agente quimioterapéutico a dicho tumor de préstata.

11. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
préstata segun la reivindicacion 6, en donde dicho agonista del receptor ETB y dicho agente quimioterapéutico se
administran sustancialmente simultaneamente.

12. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata segun la reivindicacion 11, en donde dicho agonista del receptor ETg y dicho agente quimioterapéutico se
administran como una sola composicion.

13. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
préstata segun la reivindicacién 6, en donde dicho agonista del receptor ETg y dicho agente quimioterapéutico se
administran secuencialmente.

14. Un agonista del receptor ETg y un agente quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un tumor de
prostata segun la reivindicacion 13, en donde dicho agente quimioterapéutico se administra antes de dicho agonista
del receptor ETg 0 dicho agonista del receptor ETg se administra antes de dicho agente quimioterapéutico.
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