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DESCRIPCION

Taurolidina o taurultamo para uso en el tratamiento de tumores de préstata, de colon, de pulmén y para el
tratamiento del glioblastoma multiforme recurrente

Antecedentes de la invencion
La invencion se refiere a la terapia del cancer.

A pesar de los avances en la identificacion de agentes quimioterapéuticos para inhibir el crecimiento de células
cancerosas, el cancer sigue siendo una temible enfermedad con una alta tasa de mortalidad. Un problema
importante de los agentes quimioterapéuticos es la baja especificidad. Muchos agentes anticancer no distinguen de
modo adecuado entre las células normales y las células cancerosas. Como resultado, a menudo producen efectos
secundarios graves no deseados.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un compuesto para su uso para inducir la apoptosis en células cancerosas en un
mamifero, en el que dicho compuesto es taurolidina o taurultamo, y en el que dicho cancer se selecciona de un
cancer de colon, un cancer de pulmén y un cancer de prostata. EI compuesto se administra para que se ponga en
contacto directo con una célula tumoral a una dosis suficiente para inducir la muerte celular por apoptosis.
Preferiblemente, el compuesto se administra de una manera y a una dosis que induce preferentemente la muerte
apoptética, comparada con la muerte necrética. EI compuesto se administra por via sistémica, por ejemplo, por via
oral o intravenosa. El compuesto que se va a administrar es taurolidina o taurultamo. La taurolidina también se
proporciona para su uso en el tratamiento del glioblastoma multiforme recurrente avanzado.
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Los compuestos se administran solos o en combinacion con otro agente antineoplasico. Preferiblemente, el agente
coadministrado mata a las células tumorales a través de un mecanismo distinto de la apoptosis. Por ejemplo, se
administra un antimetabolito, un analogo de purina o pirimidina, un agente alquilante, un agente reticulante (por
ejemplo, un compuesto de platino) y un agente intercalante y/o un antibiético en un régimen de terapia de
combinacion. El farmaco coadministrado se administra antes, después o al mismo tiempo que la taurolidina o el
taurultamo.

La invencién también incluye tratar un tumor resistente a farmacos, por ejemplo, un tumor resistente a multiples
farmacos (MDR), en un mamifero, mediante la administracion al mamifero de un compuesto de taurolidina o
taurultamo. El tumor que se va a tratar es un carcinoma. El tumor resistente a farmacos se selecciona del grupo que
consiste en cancer de colon, cancer de préstata, y cancer de pulmon.

Preferiblemente, la taurolidina o el taurultamo se administra de una manera que permite el contacto directo con la
superficie de la célula tumoral. El compuesto se une a un componente, por ejemplo, un ligando polipeptidico de la
superficie celular u otro resto de la superficie celular, para iniciar una cascada de transduccion de sefiales
intracelular que cultima con la muerte celular por apoptosis. Los tumores que van a tratar son el cancer de colon, el
cancer de préstata y el cancer de pulmén. La liberacion lenta del compuesto hacia cualquier tejido se logra
implantando una matriz cargada con el farmaco en contacto directo o adyacente al sitio tumoral.
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Los compuestos se formulan para la administracion para el contacto directo con las células cancerosas, por ejemplo,
en forma de una disolucién acuosa. Las formulaciones incluyen una composiciéon que forma una pelicula terapéutica
contenida o revestida con el compuesto terapéutico, asi como ungiientos, pastas, pulverizados, parches, cremas,
geles, esponjas y espumas.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de la estructura de la taurolidina y sus principales productos de la degradacion o
metabolitos (taurultamo, taurinamida y taurina). Después de la degradacién, cada molécula de taurolidina genera 3
restos que contienen metilol implicados en las actividades antibiéticas y antiendotoxinas de la taurolidina.

La figura 2 es un diagrama de barras que muestra el efecto de la 482 exp03|C|on a taurolidina sobre el aspecto de los
residuos de ADN en células PA-1, SKOV-3 y NIH-3T3. Se sembraron 3 x 10° células en matraces de cultivo de
tejidos de plastico. Veinticuatro horas después se afiadi6 taurolidina para lograr unas concentraciones finales de 25
MM, 50 uM o 100 uM. Los cultivos control recibieron un volumen apropiado de Kollidine-17P. Después de un periodo
de 48 h de exposicion a la taurolidina, las células se recolectaron y se tifieron con yoduro de propidio. Se evaluo el
porcentaje de residuos de ADN en la region sub-Go/G; utilizando técnicas citofluorométricas. Cada barra representa
la media (tEE) de tres determinaciones. **, p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

La figura 3 es un diagrama de barras que muestra el efecto de la 242 exposicion a taurolidina sobre Ia
externalizacion de fosfotidilserina sobre la membrana en células PA-1, SKOV-3 y NIH-3T3. Se sembraron 3 x 10°
células en matraces de cultivo de tejidos de plastico. Veinticuatro horas después se afiadié taurolidina para lograr
unas concentraciones finales de 25 pM, 50 puM o 100 pM. Los cultivos control recibieron un volumen apropiado de
Kollidine-17P. Después de 24 h mas, las células se recolectaron y se determiné la externalizacion de fosfotidilserina
evaluando la unién de anexina-V/FITC utilizando técnicas citofluorométricas. Cada barra representa la media + MEE
de cuatro determinaciones. **, p < 0,01; ***, p < 0,001.

La figura 4 es una fotografia que muestra los resultados de un analisis de la transferencia Western del efecto de una
exposicion de 24 h a taurolidina 50 o 100 uM sobre la expresion de PARP y el aspecto del principal producto de la
ruptura de PARP en células PA-1, SKOV-3 y NIH-3T3. Se sembraron 2 x 10° células en matraces de cultivo de
tejidos de 150 cm®. Veinticuatro horas después se afiadio taurolidina a unas concentraciones 50 pM o 100 pM.
Después de 24 h mas, las celulas se recolectaron, se determind el nUmero de células y se generaron partes
alicuotas derivadas de un namero idéntico de células de cada condicion de exposicién. Las proteinas totales de
estos lisados de células completas se separaron mediante SDS-PAGE vy se trasladaron a filtros de nitrocelulosa. Los
filtros después se inmunotransfirieron para detectar la proteina PARP intacta y los fragmentos de la ruptura
utilizando el anticuerpo anti-PARP monoclonal de ratén del clon C-2-10 (Zymed Laboratories, San Francisco, CA).
Los complejos de proteina-anticuerpo resultantes se visualizaron mediante técnicas de quimioluminiscencia.

La figura 5 es un diagrama de barras que muestra el efecto de la administracién retrasada de un Unico régimen de
inyeccion en embolada intraperitoneal (i.p.) de 3 dias (3d) de taurolidina (20 mg/ratén/inyeccion) sobre la apar|C|on
de xenoinjertos de tumor humano i.p. en ratones hembra atimicos después de la administracion i.p. de 5 x 10°
células de tumor de ovario humano SKOV-3. La terapia con taurolidina se inici6 en el dia de la inoculacién de las
células tumorales o hasta 5d después. Catorce dias después de la Ultima inyeccién de taurolidina los ratones de
todos los grupos se sacrificaron y se estudio la cavidad peritoneal para la presencia de tumores. Cada experimento
se repitié tres veces y el nimero reunido de animales en cada grupo varié de 15-21.

La figura 6 es un diagrama de barras que muestra el efecto de la administracién retrasada de un Unico régimen de
inyeccion en embolada i.p. 3d de taurolidina (20 mg/ratén/inyeccion) sobre el peso de xenoinjertos de tumor humano
i.p. en ratones hembra atimicos después de la administracion i.p. de 5 x 10° células de tumor de ovario humano
SKOV-3. La terapia con taurolidina se inicié en el dia de la inoculacién de las células tumorales o hasta 5d después.
Catorce dias después de la dltima inyeccion de taurolidina los ratones de todos los grupos se sacrificaron, se
retiraron los xenoinjertos de tumor de ovario i.p. y se pesaron los tumores. Cada experimento se repiti tres veces y
el nimero reunido de animales en cada grupo varié de 15-21. Cada barra representa la media (xEE) del peso
tumoral de 15-21 animales. ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001.

Descripcion detallada

Se ha descubierto que la taurolidina y el taurultamo son agentes antineoplasicos seguros y eficaces que inducen
preferentemente la muerte apoptética en células cancerosas. Los compuestos inducen la muerte apoptética de
células tumorales.

Compuestos terapéuticos

Se ha descubierto que la taurolidina es selectivamente tdxica contra células cancerosas sin matar a las células
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normales (es decir, no cancerosas). La taurolidina, el taurultamo o sus derivados o metabolitos tienen una alta
afinidad por un resto sobre la superficie de una célula cancerosa (por ejemplo, un receptor de fosfatitdilserina) y se
unen selectivamente a él, e inducen la apoptosis en esa célula, lo cual conduce, a su vez, a citotoxicidad. La
internalizacion celular del compuesto puede no ser necesaria para la induccion de la muerta apopt6tica de una célula
cancerosa.

La citotoxicidad o muerte celular puede producirse por necrosis 0 por apoptosis. La necrosis, que no esta
genéticamente controlada, normalmente es el resultado de dafios fisicos o quimicos. La apoptosis esta
genéticamente controlada y es una respuesta celular a un estimulo especifico, por ejemplo, una sefial generada en
la superficie celular. La necrosis implica la destruccién de los organulos citoplasmicos y la pérdida de la integridad de
la membrana plasmatica, mientras que las células que sufren apoptosis muestran un encogimiento de la célula, la
formacion de ampollas en la membrana, y una condensacion y fragmentacion de la cromatina. Después de los
dafios en el ADN en la via de la enzima caspasa se producen una serie de acontecimientos que implican la
activacion del calcio y de enzimas calpaina que conducen después a otros cambios celulares y la regulacion de las
enzimas citoplasmicas.

Una importante diferencia entre la necrosis y la apoptosis in vivo es la eliminacién de la célula apoptética antes de
que produzca una respuesta inflamatoria. Por contraste con la apoptosis de células, la necrosis de células provoca
inflamacién. Asi, la induccion de la citotoxicidad de las células cancerosas por apoptosis ofrece considerables
ventajas frente a la induccién de la muerte celular por agentes quimoterapéuticos convencionales, porque la muerte
aoptotica esta asociada con dafios minimos a las células o los tejidos circundantes. A diferencia de muchos agentes
guimioterapéuticos convencionales, los compuestos de taurolidina o de taurulamo administrados segun la invencién
son agentes citotoxicos que inducen la apoptosis de células cancerosas (pero no de células no cancerosas
normales) para reducir, de manera segura, la carga tumoral en un mamifero que padece cancer.

Caracterizacioén funcional de la taurolidina

La taurolidina (Taurolin™) se identifica de modo quimico como bis-(1,1-dioxoperhidro-1,2,4-tiadiazinil-4)metano
(figura 1). Es una molécula dimérica relativamente pequefia con un peso molecular de 284 (Knight et al., 1983, J.
Pharm. Sci., 72:705-707)). La evaluacién temprana de su actividad antibiética revela que posee actividad bactericida
contra un amplio espectro de cepas bacterianas aerobias y anaerobias. La concentracion minima requerida para
inhibir el crecimiento de células bacterianas (MIC) varia de 0,01 a 1 mg/ml, dependiendo de la cepa bacteriana
evaluada. Estudios anteriores también han revelado que la taurolidina posee actividad contra hongos importantes
desde el punto de vista clinico. La concentracién requerida para ejercer actividad antifingica es aproximadamente
equivalente a la requerida para producir su actividad antibacteriana.

La actividad antibiética de la taurolidina depende de una reaccién quimica secundaria a la generacion de grupos
metilol activos formados tras la descomposicion de la molécula de taurolidina de origen (figura 1). Estudios
bioquimicos y morfolégicos han revelado que el grupo metilol derivado de la taurolidina contiene restos que parecen
reaccionar con componentes de la pared celular bacteriana. El resultado de esta reaccion quimica es que la
exposicion a este agente inhibe significativamente la capacidad de los microorganismos para adherirse a superficies
bioldgicas, tales como células epiteliales. La exposicidon a taurolidina altera la estructura y reduce el nimero de
fimbrias de la célula bacteriana, siendo esto aparentemente un reflejo de la aglutinacién de estas estructuras. Se
cree que la modificacion de estas estructuras de la superficie es responsable de la capacidad de la taurolidina para
alterar la adhesioén de la célula bacteriana. Ademas de este efecto directo sobre los componentes de la pared celular
bacteriana, la taurolidina también posee actividad antiendotoxinas por medio de la reduccién de la sintesis y la
actividad del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a). La taurolidina también reduce el alcance y la gravedad de las
adhesiones peritoneales posoperatorias y se ha administrado de modo clinico, mediante lavado, después de una
cirugia abdominal para reducir las infecciones y las adhesiones posoperatorias, asi como para tratar la peritonitis.

La taurolidina es un antibidtico sintético de amplio espectro que también posee actividad antiflingica.
Mecanisticamente, reacciona con componentes de la membrana celular bacteriana para evitar la adhesién de las
células bacterianas a las superficies de las células epiteliales. Como reflejo del papel crucial de la adhesion celular
en el crecimiento y el desarrollo de tumores sélidos humanos, se han iniciado estudios para evaluar la actividad
citotoxica de este agente contra el crecimiento de un panel que consiste en 12 lineas celulares de tumores murinos y
humanos seleccionados. La evaluacion de la actividad inhibidora del crecimiento de una exposicion a taurolidina 3d
revel6 que este agente inhibe el crecimiento de todas las lineas celulares evaluadas con unas Clsg que varian de
9,6-34,2 uM. Se realizaron estudios para identificar el mecanismo o mecanismos subyacentes responsables de este
efecto en fibroblastos murinos NIH-3T3 y en las lineas celulares de tumor de ovario humanas PA-1 y SKOV-3. Los
estudios iniciales evaluaron el efecto de una exposicion durante 48 h a taurolidina sobre la distribucién del ciclo
celular. Los resultados de este analisis revelaron que, aunque la taurolidina tiene poco efecto sobre el ciclo celular
en células PA-1, en células SKOV-3 reduce el porcentaje de células en la fase Go/G1 y aumenta el porcentaje de
células en S y Guo/M. En estas lineas celulares de tumor humanas, la exposicion a taurolidina aumenta
significativamente los residuos de ADN en la regién sub-Go/G1, un efecto coherente con la induccién de la apoptosis.
Por contraste, en células NIH-3T3, la taurolidina aumenta el porcentaje de células en fase S, disminuye el porcentaje
de células en Go/G1, y no aumenta los residuos de ADN en la region sub-Gy/G;. Otros estudios acerca de la relacién
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entre la exposicion a la taurolidina y la apoptosis de células tumorales evallan la externalizacion de fosfotidilserina
después de una exposicion de 24 h a taurolidina, utilizando la unién de anexina-V como marcador de la superficie
celular. Estos estudios revelan que la taurolidina aumenta el porcentaje de células positivas a anexina-V en 4 y 3
veces en células PA-1 y SKOV-3, respectivamente. Por contraste, en células NIH-3T3, la exposicién a taurolidina
aumenta ligeramente (aproximadamente 5%) la union de anexina-V. Estudios complementarios determinan que una
exposicion de 48 h a taurolidina 50 o 100 uM afecta a la ruptura de PARP en estos modelos celulares, y revelan que
la taurolidina induce la ruptura de PARP en células PA-1 y SKOV-3. En total, estos resultadoas in vitro revelan que la
tauroldina posee actividad citotoxica sobre células tumorales que se correlaciona con su capacidad para inducir
especificamente la apoptosis. Por Ultimo, se realizaron estudios con base murina para evaluar la actividad
antineoplasica de este agente. Los estudios iniciales evaluaron la toxicidad de 3 inyecciones en embolada i.p. diarias
consecutivas de taurolidina, a unas dosis que varian de 5 mg/inyeccion/ratén-30 mg/inyeccién/raton. La dosis de 20
mg/inyeccién produce aproximadamente 10% de mortalidad y se identific6 como la MTD en este modelo. La
administracion de este régimen de taurolidina a ratones atimicos que portan xenoinjertos de tumor de ovario humano
i.p. produjo una significativa inhibicion de la formacion y el crecimiento de tumores. Estos descubrimientos revelan
que la taurolidina puede representar una nueva clase de agente antineoplasico y se analizan a la luz de sus
implicaciones clinicas.

La invencion se basa en el descubrimiento de que, ademas de las actividades analizadas anteriormente, la
taurolidina inhibe de modo selectivo y fiable el crecimiento de las células tumorales y mata selectivamente a las
células tumorales mediante la induccién de la apoptosis. Ahora se ha descubierto que la taurolidina mata a menos
28 lineas de células tumorales humanas diferentes, que incluyen tumores de ovario, mama, cerebro, colon, préstata,
vejiga urinaria y pulmoén, asi como melanomas, mesoteliomas, carcinomas laringeos, leucemias y linfomas. Ademas,
la taurolidina mata a células de glioma resistentes a miltiples farmacos y células del sindrome mielodisplasico (un
tipo de células precancerosas). La inhibicion del crecimiento tumoral y la induccién de la muerte apoptética de
células tumorales se producen a concentraciones de taurolidina significativamente menores que las necesarias para
la actividad antibidtica. Por ejemplo, para aplicaciones antineoplasicas, la taurolidina se administra a una dosis que
es al menos 10% menor, preferiblemente al menos 20% menor, mas preferiblemente al menos 50% menor, y hasta
una unidad logaritmica menor que la dosis requerida para la actividad antibacteriana o antiadhesiva.

La taurolidina es téxica para células tumorales (pero no para células no tumorales normales), independientemente
del origen del tumor. La apoptosis de las células tumorales es inducida después de una incubacién con taurolidina
durante un tiempo tan corto como una hora en cultivo.

La taurolidina y sus metabolitos también son Utiles en una terapia de combinacion. Los datos indican que la
taurolidina es util para potenciar la citotoxicidad de otros agentes quimioterapéuticos y/o terapia de radiacion
mediante la induccién de ciertos tipos de células cancerosas para que entren en la fase S.

Taurolidina y angiogénesis

Se trataron pacientes con cancer de colon metastasico con taurolidina y se midieron varios factores que controlan la
angiogénesis. Se descubridé que cuatro factores que controlan el crecimiento de los vasos sanguineos (factores de
necrosis tisular (TNF), interleuquinas 1, 6 y 10, factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor del
crecimiento tumoral-B (TGF)) disminuyen en sujetos tratados con taurolidina, comparado con sujetos que reciben un
placebo. Estos datos indican que la taurolidina es un agente antiangiogénesis.

Administracién terapéutica

Una cantidad eficaz de un compuesto terapéutico es preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 150 mg/kg. Sin embargo, debido a la baja toxicidad de los compuestos de taurolidina y
taurultamo, pueden administrarse dosis mayores sin efectos secundarios perjudiciales. Una dosis eficaz para inducir
la apoptosis de células cancerosas es un orden de magnitud menor que las dosis administradas para objetivos
antisépticos, antibacterianos, antitoxicos o antiadhesién. Una dosis apoptética de taurolidina o taurultamo eficaz para
inducir la apoptosis (por ejemplo, 0,5 pg/ml) también es significativamente menor que las dosis previamente
sugeridas (por ejemplo, 150-450 mg/kg) como potencialmente Utiles para el tratamiento de ciertos canceres. Las
dosis eficaces varian, segun reconocen los expertos en la técnica, dependiendo de la via de administracion, la
utilizacion de excipientes, y la coadministracion con otros tratamientos terapéuticos, que incluyen el uso de otros
agentes antitumorales (por ejemplo, un antimetabolito, un analogo de purina o pirimidina, un agente alquilante, un
agente reticulante, un agente intercalante o un antibiético) y terapia de radiacion.

Un régimen terapéutico se realiza identificando un mamifero, por ejemplo, un paciente humano, que padece (o esta
en riesgo de desarrollar) cancer de colon, cancer de pulmén o cancer de prostata, utilizando métodos
convencionales. Por ejemplo, la taurolidina o el taurultamo se administran a un individuo diagnosticado con un
cancer o a un individuo diagnosticado con un trastorno precanceroso. El compuesto farmacéutico se administra a
dicho individuo utilizando métodos conocidos en la técnica. Preferiblemente, el compuesto se administra por via oral,
tépica o parenteral, por ejemplo, por via subcutanea, intraperitoneal, intramuscular e intravenosa. El compuesto se
administra de modo profilactico, después de la deteccidon de un tumor recurrente, o en el momento de la cirugia. Los
ejemplos de formulaciones adecuadas para la administracion parenteral incluyen disoluciones acuosas del agente
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activo en una disolucién salina isotonica, una disolucién de glucosa al 5%, u otro excipiente convencional
farmacéuticamente aceptable. También se utilizan agentes solubilizantes convencionales, tales como PVP o
ciclodextrinas, como excipientes farmacéuticos para la administracion de los compuestos terapéuticos.

Los compuestos terapéuticos descritos en la presente se formulan en composiciones para otras vias de
administracion utilizando métodos convencionales. Por ejemplo, la taurolidina o el taurultamo pueden formularse en
una céapsula o un comprimido para la administracién oral. Las capsulas pueden contener cualquier material
farmacéuticamente aceptable convencional, tal como gelatina o celulosa. Los comprimidos pueden formularse segun
procedimientos convencionales mediante el prensado de mezclas de un compuesto terapéutico con un vehiculo
sélido y un lubricante. Los ejemplos de vehiculos sélidos incluyen almidén y bentonita de azlcar. El compuesto se
administra en forma de un comprimido de cubierta dura o una capsula que contiene un ligante, por ejemplo, lactosa
0 manitol, una carga convencional, y un agente de formacién de comprimidos. Otras formulaciones incluyen un
unguento, una pasta, un pulverizado, un parche, una crema, un gel, una esponja reabsorbible o una espuma. Estas
formulaciones se producen utilizando métodos muy conocidos en la técnica.

Los compuestos de taurolidina o taurultamo son eficaces tras el contacto directo del compuesto con la célula
cancerosa. Por consiguiente, el compuesto puede administrarse por via topica. Como alternativa, los compuestos se
administran implantando (directamente en un 6rgano, tal como el higado, o por via subcutanea) una matriz sélida o
reabsorbible que lentamente libera el compuesto hacia los tejidos adyacentes y circundantes del sujeto.

Para el tratamiento de glioblastomas, el compuesto se administra por via sistémica. El compuesto se administra, por
ejemplo, por via intravenosa.

Citotoxicidad de los compuestos de taurolidina y taurultamo

La actividad citotdxica de la taurolidina se evalué in vitro frente al crecimiento de una diversidad de lineas de células
cancerosas humanas, asi como en fibroblastos NIH-3T3 "normales”, y se descubri6 que induce citotoxicidad
apoptotica. Las lineas de células neoplasicas utilizadas en el estudio fueron lineas de células tumorales
convencionales, por ejemplo, la linea de células de ovario humanas PAL, la linea de células de ovario humanas
SKOV3, la linea de células de tumor de colon humanas HT29, la linea de células de tumor de préstata humanas
DU145, la linea de células de glioblastoma humanas U251, la linea de células de glioblastoma humanas
transfectadas con ADN que codifica MDR U251-MDR, la linea de células de glioblastoma humanas T98G, la linea de
células de leucemia humanas SP-1, y la linea de células de leucemia humanas Daudi.

Los datos indican que la taurolidina inhibe el crecimiento de células cancerosas humanas. De modo sorprendente, la
concentracion de taurolidina requerida para inhibir el crecimiento de células tumorales después de una exposicion de
3 dias al compuesto (Clsg) es de aproximadamente 12,5 pM-50 puM. Esta concentracion es al menos 1000 veces
menor que las concentraciones utilizadas para inhibir el crecimiento de células bacterianas.

Se afadieron taurolidina y células cancerosas a matraces de forma simultanea, y se evalué el crecimiento celular 3
dias después. Se realizaron estudios paralelos para evaluar si la alteracién de la adhesion celular desempefia un
papel en la actividad citotoxica. Se realizaron ensayos para evaluar la capacidad de la taurolidina para inhibir el
crecimiento de células de tumor de ovario humanas después de que fueran establecidas y crecieran in vitro como
colonias discretas. Los datos revelaron que una exposicion de 24 horas a taurolidina 50 uM produce un significativo
efecto citotoxico contra el crecimiento de las células tumorales establecidas. Los datos indican que la actividad
citotoxica/citostatica de la taurolidina no es debida a la inhibicion de la adhesién de las células tumorales.

Se evalu6 el mecanismo por el cual la taurolidina produce citotoxicidad. Se estudié la cinética del ciclo celular y la
distribucion del ciclo celular de células tumorales después de una exposicién durante 24 h a taurolidina. Los
resultados revelan que en células PA1 y 3T3, la exposicion a taurolidina altera la cinética del ciclo celular y reduce
significativamente el porcentaje de células en las fases S y G2/M. La exposicion de células de ovario humano PAl a
este régimen de taurolidina también induce un alto grado de fragmentacion del ADN que indica la induccion de la
apoptosis. Esta fragmentacién del ADN no se observa en células 3T3 normales.

Para evaluar también la posibilidad de que la exposicion a taurolidina 50 uM sea capaz de inducir especificamente la
apoptosis en células de tumor de ovario humanas, pero no en fibroblastos normales, se realizaron estudios para
evaluar la fragmentacién del ADN como una funcion de la exposicion a taurolidina utilizando una electroforesis en
gel de agarosa. Los resultados confirman que, en células de tumor de ovario, la exposicion a taurolidina produce una
fragmentacion del ADN abierta que no es evidente en células 3T3 expuestas a un régimen de taurolidina idéntico.

La actividad citotdxica del taurultamo se evalud in vitro utilizando las mismas lineas de células de cancer humanas
qgue las descritas anteriormente. Los datos indican que el taurultamo induce la muerte apoptética de células
cancerosas pero no de células control normales de la misma manera que la taurolidina. La actividad citotoxica del
taurultamo es aproximadamente 75% de la actividad observada con la taurolidina.

La muerte apoptética puede distinguirse de la muerte por otros mecanismos utilizando métodos conocidos en la
técnica. Otro reflejo temprano de la induccién de la apoptosis es la ruptura de la proteina poli(ADP-ribosa)
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polimerasa (PARP) por las caspasas celulares. Se realizaron estudios basados en una transferencia Western para
determinar si la exposicién a la taurolidina produce la ruptura de PARP. Los resultados revelan que la ruptura de
PARP no es evidente en células 3T3 cuando se exponen al mismo régimen de taurolidina. También se detectd
apoptosis utilizando métodos conocidos, tales como la determinacién de la activacién de caspasas, las proporciones
de bax/bcl12 y las interaccion de fas y fas-l. Se emplean otros métodos para distinguir entre la apoptosis y la
necrosis (por ejemplo, un método basado en la fluorescencia descrito en la patente de EEUU n.° 5.976.822) para
determinar el mecanismo de la muerte o la dosis en la que un compuesto induce la apoptosis comparada con la
necrosis.

También se evalla la actividad antitumoral de un compuesto utilizando un ensayo colorimétrico MTS convencional.
Los resultados obtenidos con diversos tipos de células tumorales (células primarias o lineas celulares) se comparan
con los obtenidos utilizando células normales. Se calcula la viabilidad de las células en cada linea celular midiendo
la conversién celular de una sal de tetrazolio después de incubar las células en una disolucién que contiene un
compuesto de ensayo en una placa de 96 pocillos. Los valores de Clsp obtenidos utilizando el mismo compuesto de
ensayo sobre celilas normales y células de una linea de células tumorales concreta se comparan, y su proporcion
(Clso de células normales/Clso de células cancerosas) indica la selectividad de cancer del compuesto de ensayo. Un
aumento en la proporcion de Clso de células normales/Clso de células cancerosas refleja una mayor selectividad del
compuesto de ensayo para matar a las células cancerosas.

También se evalla la actividad antitumoral de un compuesto in vivo utilizando, por ejemplo, un ensayo de regresion
de xenoinjertos tumorales. Por ejemplo, animales que portan tumores establecidos se tratan con un compuesto de
ensayo durante un periodo de tres semanas. Se controla el crecimiento de los tumores y la salud general del animal
durante el tratamiento de tres semanas y durante dos semanas mas después del tratamiento para determinar si se
produce un recrecimiento del tumor. Se determina la actividad antineoplasica de la taurolidina en ratones atimicos
("nude™) que portan xenoinjertos avanzados y/o metastasicos. Se evallan regimenes de una Unica dosis y de
multiples dosis de taurolidina en ratones atimicos ("nude"). Después de la identificacion de los regimenes de dosis,
se evalla la actividad antineoplasica en ratones atimicos ("nude") que portan xenoinjertos de células cancerosas
humanas, por ejemplo, tumores de ovario, préstata, colon, pancreaticos, de mama y glioma.

Tratamiento de tumores resistentes a farmacos

Se descubrié que la taurolidina es particularmente eficaz para matar células tumorales que son refractarias a la
citotoxicidad por otros agentes quimioterapéuticos conocidos. Se transfectaron células de glioblastoma con un gen
que codifica la resistencia a multiples farmacos (MDR). Las células transfectadas eran 100-1000 veces mas
resistentes a agentes quimioterapéuticos convencionales, por ejemplo, adriamicina.

Las células de glioblastoma no transfectadas cultivadas con una dosis convencional (por ejemplo, 1 pM) de
adriamicina murieron, pero las células de glioblastoma transfectadas con MDR que se habian puesto en contacto
con 1 uM del farmaco fueron resistentes. Se observd una citotoxicidad significativa de las células de glioblastoma
transfectadas con MDR después de un contacto con el compuesto (por ejemplo, taurolidina a una dosis de 50 pM).
Estos datos indican que el compuesto descrito en la presente ejerce su actividad citotoxica a través de un
mecanismo que difiere de el de los agentes quimioterapéuticos convencionales. Por consiguiente, una terapia de
combinacién en la que un compuesto de taurolidina o taurultamo se administra antes, después o al mismo tiempo
que otro agente quimioterapéutico (por ejemplo, un antimetabolito, un anticuerpo monoclonal especifico de tumor o
un agente antiangiogénico) produce un resultado clinico mejorado en pacientes que padecen un trastorno maligno
caracterizado por una poblaciéon mixta de células tumorales (por ejemplo, células que son destruidas por agentes
guimoterapéuticos convencionales y células que son MDR).

Los siguientes ejemplos demuestran la actividad apoptética en una diversidad de lineas celulares, que incluyen
células de cancer de prostata, colon y pulmén (segun la invencién) y células de cancer de ovario (segin el
documento EP-B-1.246.617, la patente concedica sobre la solicitud de patente). Ademas, se indica un ensayo clinico
contra el glioblastoma multiforme recurrente. Los documentos WO 92/00743 y WO 98/52572 describen el uso de la
taurolidina y el taurultamo para el tratamiento de linfomas, sarcomas, melanomas, carcinomas y leucemias.

Ejemplo 1: Evaluacion citotéxica y mecanistica de age  ntes antineoplasicos

Se descubrié que la taurolidina es activa para inhibir el crecimiento de una diversidad de lineas de células tumorales
humanas in vitro. Se emplearon las lines de células de tumor de ovario humanas PA-1 y SKOV-3 y de fibroblastos
murinos NIH-3T3 para determinar el mecanismo de la actividad antitumoral. Los estudios revelaron que este efecto
estaba asociado con alteraciones en la estructura del ADN, los componentes de la membrana celular y la ruptura de
proteinas, que son coherentes con la induccion de la apoptosis especificamente en células tumorales. La evaluacion
antineoplasica de la taurolidina en ratones atimicos que portan xenoinjertos intraperitoneales de tumores de ovario
humanos demuestra que este agente inhibe significativamente el desarrollo y el crecimiento de tumores in vivo.

Para estudiar la actividad neoplasica, la taurolidina se formula como una disolucién al 2% en Kollidon 17PF al 5%.
Los medios de cultivo de células convencionales (por ejemplo, DMEM con alto contenido en glucosa, RPMI 1640, 5A
de McCoy vy, F12K), la tripsina, y el suero bovino fetal (FBS) se adquirieron en GIBCO/Life Technologies (Grand
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Island, NY). La externalizacién de fosfotidilserina por las células se evalud utilizando el kit de ensayo de anexina-
V/IFITC ApoAlert®, adquirido en Clontech (Palo Alto, CA). Los reactivos para la SDS-PAGE se adquirieron en
BioRad Laboratories (Richmond, CA). Un anticuerpo monoclonal murino (clon C-2-10) contra PARP humana se
adquirid en Zymed Laboratories (San Francisco, CA). Los demas productos quimicos se obtuvieron en Sigma (St.
Louis, MO).

Los estudios para evaluar la actividad citotoxica de la taurolidina se realizaron utilizando un panel de lineas celulares
de tumores solidos, asi como fibroblastos murinos NIH-3T3. En el panel de lineas celulares de tumores se incluyen
células de tumor de ovario (PA-1 y SKOV-3), células de tumor de colon (HCT-9, HCT-15 y HT-29), células de tumor
de pulmén (H-157, A-549 y H-596), células de tumor de prostata (DU-145), células de glioma (U-251), y melanoma
(MNT-1). También se ensayo6 la linea celular de melanoma murino B16F10. Estas lineas celulares pueden adquirirse
con facilidad, por ejemplo, en the American Type Culture Collection (ATCC). Las células se cultivaron en un medio
de crecimiento apropiado a 37 °C en un incubador humidificado en una atmésfera de CO, al 5%. Bajo estas
condiciones de crecimiento, el tiempo de duplicacion de todas las lineas celulares era de 20-28 h.

Se realizaron estudios para evaluar la toxicidad y la eficacia terapéutico in vivo en ratones atimicos (Hsd:atimicos
nude nu/nu) homocigéticos hembra de 6-12 semanas obtenidos de Harlan (Indianapolis, IN).

Para evaluar la inhibicion del crecimiento celular, se recolectaron cultivos subconfluentes de las lineas celulares
apropiadas mediante tripsinizacién y se resuspendieron en un medio a una densidad celular de 1-5 x 10* células/ml.
Se afiadié 1 ml de esta suspension celular a cada pocillo de una placa de cultivo de células de 12 pocillos que
contenia 3 ml del medio apropiado mas suero. Vienticuatro horas después se afiadio taurolidina a cada pocillo, en un
volumen de 40 pl, para lograr una concentracion final de 0,1-200 uM. Los pocillos control recibieron 40 pl de Kollidon
17PF al 5% solo. Setenta y dos horas después se recolectaron todas las células mediante tripsinizacion y se
determiné el nimero de células utilizando un contador de particulas Coulter modelo Z1 (Coulter Corp., Miami, FL)
para evaluar la inhibicién del crecimiento celular. Cada experimento se realizé por duplicado y se repiti6 un minimo
de tres veces.

Para los estudios de citometria de flujo se incubaron 1 x 10° células PA-1, SKOV-3 o NIH-3T3 durante 24 h en un
medio apropiado que contenia suero. Vienticuatro horas después se afiadié taurolidina en un volumen de 40 pl para
lograr una concentracion final de 25, 50 o 100 puM. Los cultivos control para cada linea celular se incubaron en un
medio que contenia 40 pl de Kollidon 17PF al 5% solo. Cuarenta y ocho horas después se recolectaron todas las
células mediante tripsinizacion y se prepararon para el analisis citofluorométrico mediante métodos convencionales.
Por ejemplo, las células recolectadas se resuspendieron en disolucion salina tamponada con fosfato enfriada en
hielo a una densidad de células final de 2 x 10° células/ml. Después las células se tifieron durante 30 min a
temperatura ambiente en la oscuridad con una disolucion de yoduro de propidio 0,05 mg/ml, Igepal al 0,6% Yy citrato
de sodio al 1%. Se realizd una citometria de flujo con un FACScan (Becton Dickinson, Plymouth, Reino Unido)
utilizando el programa ModFit LT (Becton Dickinson). Se realiz6 un andlisis estadistico con un ensayo ANOVA no
paramétrico de Kruskal Wallis, seguido de un ensayo de multiples comparaciones de Dunn utilizando Instat.

Se evalud la externalizacion de fosfotidilserina en la membrana celular, como reflejo de la induccién potencial de la
apoptosis, mediante métodos de citometria de flujo utilizando el kit de ensayo de anexina-V/FITC ApoAlert®.
Brevemente, se incubaron 1 x 10° células durante 24 h en medio de cultivo de tejidos que contiene suero. A esto se
le afiadié taurolidina para lograr una concentracion final de 25, 50 o 100 uM. Los cultivos control recibieron Kollidon
17PF al 5% solo. Veinticuatro horas después se recolectaron todas las células mediante tripsinizacion. Las células
recolectadas se resuspendieron en 200 pl de tampon de unién y después se incubaron durante 5-15 min en una
disolucién que contenia anexina-V/FITC 1 pg/ml a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células después se
analizaron para cuantificar la unién de anexina-V mediante técnicas citofluorométricas que emplean un FACScan
que utiliza el programa ModFit LT con un analisis estadistico tal como se describié anteriormente.

Se empled un andlisis de la transferencia Western gara evaluar la ruptura de PARP. Se sembraron 2 x 10° células
en distintos matraces de cultivo de tejidos de 75 cm” que contenian 20 ml de medio de cultivo de tejidos mas suero.
Veinticuatro horas después se afiadi6 taurolidina a unas concentraciones de 50 yM o 100 pM. Veinticuatro horas
después de la adicion de taurolidina se recolectaron las células, se determiné el nimero de células y se generaron
partes alicuotas que contenian un ndmero igual de células a partir de cada condiciéon de exposicién. Las proteinas
totales de los lisados de células completas generados a partir de estas partes alicuotas se separaron mediante SDS-
PAGE vy se electrotransfirieron a filtros de nitrocelulosa. Después los filtros se procesaron para detectar la proteina
PARP intacta y los fragmentos de la ruptura utilizando el anticuerpo anti-PARP monoclonal de ratén del clon C-2-10
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA). Los complejos de proteina-anticuerpo resultantes se visualizaron
mediante técnicas de quimioluminiscencia convencionales.

Para evaluar la toxicidad inducida por taurolidina, los ratones se dividieron en grupos de 5-8 animales. Después,
todos los ratones se pesaron y se inicid la terapia, que consistia en una Unica inyeccion en embolada i.p. de
taurolidina en 3 dias consecutivos. Las dosis de taurolidina evaluadas fueron de 5, 10, 15, 20, 25 y 30
mg/raton/inyeccién y, excepto para las inyecciones de 25 (1,25 ml) y 30 mg/ratén (1,5 ml), se administraron en un
volumen de 1 ml. La taurolidina para inyeccion se diluy6 a partir de una disolucién de taurolidina al 2% mediante la
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adicion de Kollidon 17PF al 5%. Los animales control recibieron inyecciones de 1 ml de Kollidon 17PF al 5% solo.
Los animales se examinaron a diario y se registro el peso corporal dos veces semanales. Una reduccién en el peso
corporal mayor que 10% es considerada significativa. Se consider6 que la dosis maxima tolerada (MTD) era la dosis
gue producia aproximadamente 10% de mortalidad.

Para evaluar la eficacia terapéutica, los ratones recibieron una Unica inyeccion intraperitoneal de 5 x 10° células
SKOV-3 en un volumen de 0,5 ml. Inmediatamente después, los ratones se dividieron de modo aleatorio en grupos
de tratamiento de 7 animales. La terapia de taurolidina, que consistia en una Unica inyeccion en embolada i.p. de 20
mg de taurolidina en 3 dias consecutivos, se inici6 inmediatamente después de la inoculacion de las células
tumorales o en intervalos de tiempo seleccionados después de la inoculacion de las células tumorales (<5d). Los
animales control recibieron inyecciones de 1 ml de Kollidon 17PF al 5% solo. Los animales se examinaron a diario y
se registro el peso corporal dos veces semanales. Catorce dias después de la Gltima inyeccién de taurolidina, todos
los ratones de los grupos se sacrificaron mediante asfixia por CO,, se retiraron todos los focos de tumores i.p. y se
determiné el peso de los tumores. Se calculd el peso medio de los tumores para cada grupo de tratamiento, y un
andlisis estadistico de las diferencias en el peso medio de los tumores entre los grupos de tratamiento empled el
ensayo de la t de Student. Unos valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.

La taurolidina inhibe el crecimiento de células tumorales

Se evalud la capacidad de la taurolidina para inhibir el crecimiento celular en un panel de lineas de células
neoplasicas murinas y humanas formado por 13 lineas diferentes que representan 6 tipos de tumores diferentes. Los
resultados de este estudio revelaron que una exposicion de 3d a taurolidina inhibe el crecimiento celular en cada
linea celular examinada (tabla 5).

Se evalu6 la Clsp de la taurolidina frente al crecimiento de lineas celulares neoplasicas murinas y humanas
seleccionadas como sigue. Se sembraron las células a una densidad de 1-5 x 10* células en cada pocillo de un
matraz de cultivo de tejidos de 6 pocillos. Veinticuatro horas después se afiadié taurolidina a unas concentraciones
que variaban de 1-100 uM. Después de tres dias, las células se recolectaron mediante tripsinizacion y se determiné
el nimero de células electrénicamente. Se determind la inhibicién del crecimiento celular mediante una comparacion
con cultivos control no expuestos a taurolidina. Se calculé la Clsp como la concentracion requerida para inhibir el
numero de células en 50%. Cada valor de Clsp representa la media + EE de 4-8 determinaciones.

Tabla 5
Sitio de origen del tumor Linea celular Clso (uM)
Ovario PA-1 11,4+1,8
SKOV-3 31670
Préstata DU-145 9,8+0,8
Cerebro U-251 20,1+2,7
Colon HT-29 18,6 +1,0
HCT-8 11,5+0,5
HCT-15 9,6 £3,0
Melanoma B16-F10 30,1+2,6
MNT-1 221+21
Pulmén H-157 32,2+5,6
A-549 26,8+7,2
H-596 34,2
Fibroblastos murinos NIH-3T3 11,9+1.8

De modo sorprendente, las Clso observadas para cada linea celular fueron notablemente similares y varian a lo largo
del intervalo relativamente estrecho de aproximadamente 10 uM (PA-1, DU-145, HCT-8, HCT-15, B16F10, y NIH-
3T3) hasta aproximadamente 35 uM (H-596).

Los estudios evaluaron el efecto de la taurolidina sobre la proliferacion de células tumorales. La inhibicién de la
proliferacion puede reflejar la detencion del crecimiento o la muerte celular. Por tanto, los siguientes estudios se
centraron en identificar el mecanismo o mecanismos por los cuales la taurolidina induce la inhibicion del crecimiento
celular. Estos estudios se realizaron en las lineas de células de tumor de ovario humanas PA-1 y SKOV-3 y en los
fibroblastos murinos NIH-3T3. Los estudios, que emplean técnicas de citometria de flujo convencionales, evaltdan el
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efecto de una exposicion durante 48 h a taurolidina sobre la distribucién del ciclo celular en las lineas de células de
tumor de ovario humanas PA-1 y SKOV-3. Los resultados de estos estudios revelan que la exposicion a este agente
no induce un patrén coherente de alteraciones del ciclo celular.

El efecto de una exposicion durante 48 h a concentraciones seleccionadas de taurolidina sobre la distribucion del
ciclo celular en células de tumor de ovario humanas (PA-1 y SKOV-3) y fibroblastos murinos (NIH-3T3) se realizé
como sigue. Se sembraron 3 x 10° células en matraces de cultivo de tejidos de plastico. Veinticuatro horas después
se afiadi6 taurolidina para lograr una concentracion final de 25 uM, 50 uM o 100 pM. Los cultivos control recibieron
un volumen apropiado de Kollidine-17P. Después de 48 h mas, las células se recolectaron, se tifieron con yoduro de
propidio y se evalué la distribucion del ciclo celular utilizando técnicas citofluorométricas. Cada valor representa el
porcentaje de células en las fases del ciclo celular indicadas y es la media £+ MEE de tres determinaciones.

Tabla 6

Distribucion del ciclo celular (%)
Linea celular/exposicién al farmaco

GoG1 S G2/M
NIH-3T3
Taurolidina 48 h- 0 uM 46,1+9,2 450+5,9 9,0+3,3
Taurolidina 48 h- 25 uM 42,5+ 9,6 449+5,6 13,0+4,0
Taurolidina 48 h- 50 uM 33,9+10,2 443 +5,9 21,8+4,6
Taurolidina 48 h- 100 uM 258+1,7 63,2+9,8 11,0+11,0
PA-1
Taurolidina 48 h- 0 uM 299+1,5 47,7+1,0 225+0,5
Taurolidina 48 h- 25 uM 28,4+0,5 46,8 £ 0,6 24,7+0,9
Taurolidina 48 h- 50 pM 23,722 39,5+12,5 36,8+12,4
Taurolidina 48 h- 100 pM 28,4+5,6 445 + 23,5 27,2+17,9
SKOV-3
Taurolidina 48 h- 0 uM 46,7+ 1,3 38,8+4,1 13,5+ 3,6
Taurolidina 48 h- 25 pM 458+ 27 419472 12,3+3,1
Taurolidina 48 h- 50 uM 30,7+9,4 455+12.4 30,3+10,5
Taurolidina 48 h- 100 pM 199+6,1 54,2 + 8,6 25,9+7,8

Especificamente, en las células PA-1, una exposicion durante 48 h de taurolidina hasta 100 uM tiene poco efecto
sobre la distribucion del ciclo celular. En efecto, el porcentaje de células en las fases Go/Gi, S y G2/M
fundamentalmente no mostré6 cambios a pesar de la exposicién a taurolidina. De modo diferente, en las celulas
SKOV-3, la exposicién a taurolidina produjo una disminucion dependiente de la concentracion en el porcentaje de
células en Gg/Gi, pero un aumento en el porcentaje de células en la fase S y G,/M. De manera importante, en
ambas lineas celulares PA-1 y SKOV-3, la exposicién a taurolidina también produjo la aparicion de restos de ADN en
la region sub-Gg/G1, un efecto que depende de la concentracion de taurolidina (figura 2). Al igual que en la linea
celular SKOV-3, la exposicién de las células NIH-3T3 a taurolidina disminuyé el porcentaje de células en Go/Gy, ¥y
aumento el porcentaje de células en S de una manera dependiente de la concentracién. Sin embargo, a diferencia
de las células de tumor de ovario humanas evaluadas, la exposicidn a taurolidina en las células NIH-3T3 no afecta
significativamente a la aparicion de restos de ADN en la region sub-Go/Gi.

La ruptura de ADN en fragmentos discretos es un acontecimiento tardio en el proceso de la apoptosis. La aparicion
de residuos de ADN en la region sub-Go/G; 48 h después de la exposicion a taurolidina puede ser un reflejo de la
fragmentacion del ADN asociada a la apoptosis. Para evaluar esta posibilidad, los siguientes estudios evaluaron la
capacidad de la taurolidina para aumentar la externalizacion de fosfotidilserina sobre las membranas celulares, un
acontecimiento que se produce en una fase mas temprana del proceso apoptotico. Estos estudios se basan en una
fluorocitometria y emplean un ensayo de unién de anticuerpos fluorescentes (anexina-V) para evaluar la
externalizacion de fosfotidilserina. Los resultados de los estudios (mostrados en la figura 3) revelan que, en ambas
10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2438535713

lineas de células de tumores de ovario humanas PA-1 y SKOV-3, una exposicion durante 24 h a taurolidina induce
un aumento significativo de unién de anexina-V, dependiente de la concentracion de taurolidina, en 4 y 3 veces,
respectivamente. Por contraste, en células NIH-3T3, la exposicion a taurolidina produjo un aumento no significativo
(aproximadamente 5%) en la unién del anticuerpo. Estos datos apoyan los resultados de los estudios del ciclo
celular, asi como la observacion de que la exposicion a taurolidina induce la apoptosis en células PA-1 y SKOV-3,
pero no en células NIH-3T3. Los resultados indican que la taurolidina induce preferentemente la apoptosis (y la
muerte apoptoética) en células tumorales, comparado con células no tumorales.

Para confirmar alin mas la induccién de la apoptosis por la taurolidina, se evalu6 la relacion entre la exposicion a
taurolidina y la ruptura de PARP. PARP es una proteina nuclear que desempefia un papel clave en el
reconocimiento y la reparacién de rupturas en el ADN monocatenario y bicatenario. Ademas, un acontecimiento
clave en el proceso apoptético es la ruptura, mediada por las caspasa 3 y la caspasa 9, y la consecuente
desactivacion catalitica de esta proteina. Para determinar si la exposicion a taurolidina produce la ruptura de PARP
en células de tumor de ovario, se realizaron analisis de la transferencia Western sobre extractos de células
completas de PA-1, SKOV-3 y NIH-3T3, seguido de una exposicion durante 24 h a taurolidina 50 o 100 uM. Los
resultados de este analisis, presentado en la transferencia Western representativa contenida en la figura 4, revelan
que, en células PA-1 y SKOV-3, la exposicion a taurolidina 50 uM o 100 uM produce la ruptura de PARP. Por
contraste, en células NIH-3T3, tras la exposicion a taurolidina no hay apenas pruebas de este acontecimiento
proteolitico. Estos datos confirman que la taurolidina induce la apoptosis en células tumorales, pero no en células no
tumorales.

Dada la induccion preferente de la muerte apoptética en células tumorales, comparado con células no neoplasicas
normales, se administro taurolidina a animales que portan tumores para evaluar también la actividad antineoplasica.
Se iniciaron estudios para evaluar la actividad antineoplasica de la taurolidina en ratones atimicos que portan
xenoinjertos de tumores de ovario humanos i.p.. Se disefiaron estudios in vivo para identificar el régimen de dosis
maxima tolerada (MTD) de taurolidina en ratones atimicos hembra y para evaluar la toxicidad. La toxicidad se evalu6
midiendo los cambios en el peso corporal y la mortalidad después de un régimen de una inyeccién en embolada i.p.
3d. Las inyecciones de 1 ml diarias administraron unas dosis que varian de 5 mg/raton/dia-30 mg/ratén/dia. Los
resultados de estos estudios revelaron que, a unas dosis diarias menores que 15 mg/raton (aproximadamente 650
mg/kg), la taurolidina es bien tolerada (tabla 7).

Se evalué la toxicidad inducida por taurolidina en ratones hembra atimicos ("nude") como sigue. Grupos de 5-10
ratones fueron inyectados con taurolidina en tres dias consecutivos. Las dosis de taurolidina evaluadas varian de 5-
30 mg/raton/inyeccién y se administraron por via intraperitoneal en un volumen de 1 ml (con la excepcion de las
dosis de 25 y 30 mg que, debido a la limitada solubilidad, se administraron a un volumen de 1,25 y 1,5 ml,
respectivamente). Durante el régimen de inyeccién y después diariamente durante 30d, los ratones se pesaron y se
estudiaron. Los experimentos se repitieron un minimo de tres veces y se reunieron los datos de mortalidad y de
pérdida de peso.

Tabla 7
Dosis de taurolidina n Pérdida de peso (% nadir) Mortalidad (%)
(mg/ratén/inyeccion)
Ninguna (control de vehiculo) 24 -1,2 0
5 17 -1,2 0
10 17 -1,7 6%
15 17 -7,1 0
20 46 -12,2 13%
25 17 -16,3 47%
30 10 -24,5 100%

La maxima pérdida de peso corporal como resultado de este régimen de dosificacion fue del 7%, y el peso corporal
volvio a los niveles anteriores a la inyeccion a los siete dias después de la finalizacion del régimen de inyeccién. Con
unos regimenes que emplean unas dosis de 20 mg/ratdbn o mayores se observd una toxicidad mas significativa
(tabla 3). De modo especifico, el nadir de la pérdida de peso para los regimenes que emplean 20, 25 o 30 mg/ratén
fue de -12%, -16% y -25%, respectivamente. Ademas, estos regimenes de dosis de taurolidina produjeron una
mortalidad del 15%, 43% y 100%, respectivamente.

Basandose en los estudios de toxicidad, se eligieron 3 inyecciones diarias i.p. de 1 ml de taurolidina a una dosis de
11
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20 mg/ratén como MTD. Después, los estudios evaluaron la actividad antineoplasica de este régimen en ratones que
portan xenoinjertos de tumores de ovario humanos i.p. derivados de la linea celular SKOV-3. Los ratones se
inyectaron i.p. con 5 x 10° células SKOV-3. La terapia con taurolidina, que emplea el régimen de dosis de 20
mg/raton 3d, se inici6 hasta 5d después de la inyeccion de las células tumorales. Catorce dias después de la
terminacion de la terapia con taurolidina, los ratones se sacrificaron y todos los tumores i.p. se retiraron y se
pesaron. Los resultados de este estudio, resumido en las figuras 5 y 6, revelan que, cuando se inicia en el dia de la
inyeccion de las células tumorales, la terapia con taurolidina es muy eficaz e inhibe la formacién de tumores (figura
5), el desarrollo de fluido de ascitis, y el crecimiento (figura 6).

Se evalué el efecto de un Unico régimen de inyeccion en embolada i.p. 3d de taurolidina (20 mg/ratén/inyeccién,
comenzando en el dia de la inyeccion de las células tumorales) sobre el aspecto general de ratones que portan
xenoinjertos i.p. de células de tumor de ovario humanas SKOV-3. Diecinueve dias después de la inyeccion de las
celulas tumorales, el peso medio de los tumores en los ratones control (sin taurolidina) era de aproximadamente 1,7
gm. Ademas, se descubrié que los animales control contenian hasta 7 ml de fluido de ascitis. El peso medio de los
tumores en el grupo tratado con taurolidina (un Unico régimen de taurolidina) era menor que 50 mg y no habia
pruebas de formacion de fluido de ascitis. También se descubrié que un numero significativo de estos animales
tratados con taurolidina no portaban tumores.

Cuando la terapia se inicia en el dia de la inyeccién de las células tumorales, aproximadamente 80% de los ratones
tratados no presentaron pruebas de enfermedad tras el sacrificio. Ademas, el tamafio medio de los tumores en los
ratones tratados con tumores es aproximadamente 40 veces menor que en los ratones control (tratados con
vehiculo). Incluso si la terapia con taurolidina se retrasa hasta 3d después de la inyeccion de las células tumorales,
aproximadamente 10% de los ratones no portaban tumores tras el sacrificio, y el tamafio medio de los tumores en
los ratones tratados de nuevo era significativamente menor que en los controles. El inicio de este Unico ciclo de
terapia de taurolidina 5d después de la inyeccion de las células tumorales (es decir, en ratones con tumores de
ovario i.p. establecidos) aun fue capaz de inhibir significativamente el crecimiento tumoral.

Los datos presentados en la presente indican que una clase de compuestos, ejemplificados por la taurolidina, posee
una potente actividad antineoplasica mediante la inhibicidon selectiva del crecimiento de las células tumorales e
induce especificamente la apoptosis en las células tumorales. De modo sorprendente, se descubrié que la Clso
citotéxica de la taurolidina esta en el intervalo de 10-50 uM, aproximadamente 100 veces menor que la requerida
para sus efectos antibidticos. Esta diferencia en las concentraciones eficaces, combinada con las bajas toxicidades
clinicas observadas de la taurolidina, indica que esta clase de compuestos es Util como agente antineoplasico
seguro y clinicamente bien tolerado.

Los datos revelan que la exposicién a taurolidina inhibe, de forma eficaz, la proliferacién y la viabilidad de todas las
lineas celulares de tumor evaluadas en un panel amplio de lineas de células de tumores sdlidos. La taurolidina
induce la apoptosis en células neoplasicas, lo cual indica que su mecanismo de accidon no es simplemente la
inhibicion de procesos o componentes de la adhesion de la superficie celular. Los resultados de los estudios
realizados en modelos de células cancerosasa no adherentes apoyan los anteriores descubrimientos y revelan que
una exposicion tan corta como de 90 min a taurolidina induce la apoptosis en la linea celular promielocitica humana
HL-60. La exposicion a taurolidina produce la activacion de las caspasas 3, 8 y 9, una alteracion de la integridad de
la membrana mitocondrial acompafiada por el eflujo de citocromo C desde estos organulos, y la ruptura de la
proteina PARP.

Las células de leucemia humanas HL-60, que estan genéticamente modificadas para resistir a la induccion
apoptética, fueron inducidas a la apoptosis independientemente (cadena abajo) del punto bcl-2/bax (gen antimuerte)
en la cascada de transduccion de sefiales. De modo sorprendente, en células HL-60 que sobreexpresan Bcl2, se
descubrid que la exposicion a taurolidina es capaz de inducir la apoptosis, pero con una aparicion retrasada. Estos
datos indican que un producto de la degradacion de la taurolidina activo es capaz de reaccionar con componentes
de la membrana para afectar a procesos de sefializacién intracelulares e iniciar el proceso de la apoptosis.

Se ha descubierto que la capacidad de la taurolidina para inducir la apoptosis es especifica de células tumorales.
Esta observacion se confirmd utilizando celllas primarias normales (no tumorales) derivadas de animales que se
sabe que no portan tumores. Se evalu6 la actividad citotoxica y apoptética de la taurolidina en cultivos de médula
O0sea murina normal, asi como en cultivos de células T humanas activadas. En ambos modelos de células normales,
la taurolidina no es citotoxica en el intervalo de alto pM, y no produce cambios celulares coherentes con la induccion
de la apoptosis. En la médula 6sea murina normal, se requieren concentraciones en el intervalo de mM para inhibir
la proliferacion celular. Estos descubrimientos indican que la taurolidina (0 uno de sus metabolitos) accede a una
diana especifica de células tumorales capaz de inducir la apoptosis de células tumorales.

Ejemplo 2: Uso clinico

La taurolidina se administra mediante un lavado i.p. inmediatamente después de una cirugia para la eliminacion de
tumores de ovario recurrentes. Para los pacientes con glioblastoma, la taurolidina se administra por via sistémica.
Hasta la fecha, la taurolidina ha sido bien tolerada en estos pacientes.
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Cuatro pacientes que han sido diagnosticados con glioblastoma multiforme recurrente avanzado, fueron tratados con
taurolidina. Se determind que la prognosis para este grupo de pacientes era de aproximadamente 8 semanas de
supervivencia. Cada paciente recibe al menos un régimen de 5 semanas, en el que 20 g de taurolidina se infusionan
por via intravenosa en el brazo a lo largo de un periodo de 6 horas dos veces semanales. En 3 de los 4 pacientes
tratados, la masa del tumor disminuye o se mantiene; y en un caso se observa un ligero aumento. A las 14 semanas
después del inicio de la terapia, cada uno de los pacientes seguia vivo, habiendo excedido la prognosis de 8
semanas. Se logra un efecto clinico beneficioso en estos pacientes con tumores cerebrales mediante la
administracion sistémica de taurolidina, lo cual indica que la taurolidina, o un metabolito de la taurolidina, atraviesa
con éxito la barrera hematoencefalica para acceder al tumor en el cerebro.

Estos datos indican que la taurolidina y sus derivados o metabolitos son utiles para inhibir o detener el crecimiento
tumoral y para extender la esperanza de vida de los pacientes con tumores.

Otras realizaciones se encuentran dentro de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto para su uso para inducir la apoptosis en células cancerosas en un mamifero, en el que dicho
compuesto es taurolidina o taurultamo, y en el que dicho cancer se selecciona de cancer de colon, cancer de pulmén
y cancer de prostata.

2.- Un compuesto segln la reivindicacion 1 para el uso segin la reivindicacién 1, en el que dichas células
cancerosas expresan un gen que codifica la resistencia a multiples farmacos.

3.- Un compuesto segun la reivindicacion 1 o 2 para el uso segun la reivindicacion 1, para la administraciéon para un
contacto directo con dichas células cancerosas.

4.- Un compuesto segun la reivindicacion 3 para el uso segln la reivindicacion 1, formulado como una matriz
cargada con farmaco para la implantacién en contacto directo o adyacente a dichas células cancerosas.

5.- Un compuesto segin la reivindicacion 1 o 2 para el uso segun la reivindicacion 1, formulado para la
administracion intraperitoneal.

6.- Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para el uso segun la reivindicacion 1, para la
administracion antes, al mismo tiempo o después de la administracion de un segundo agente quimioterapéutico que
se selecciona de un antimetabolito, un analogo de purina, un analogo de pirimidina, un agente alquilante, un agente
intercalante, un agente reticulante y un antibidtico.

7.- La taurolidina para su uso en el tratamiento del glioblastoma multiforme recurrente avanzado mediante la
administracion sistémica.
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FIG. 2
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