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DESCRIPCION

Régimen de dosificacién que comprende un inhibidor de la farnesil proteina transferasa para el tratamiento del
céncer.

Campo de la invencion

La presente invencion estd relacionada con un método para tratar tumores en mamiferos mediante la administracion
de un inhibidor de la farnesil proteina transferasa (FPT) empleando un programa de dosificacién intermitente. El
régimen implica la administracién de un inhibidor de la FPT a lo largo de un programa de dosificacion reducido de
uno a cinco dias por medio del cual se consiguen efectos contra el cancer que se prolongan mas alld del periodo de
administracién.

Antecedentes de la invencion

A lo largo de la dltima década, la investigacion del cdncer ha identificado lesiones genéticas especificas que inducen
una transformaciéon maligna y dan lugar al crecimiento de tumores. Actualmente es un hecho reconocido que las
mutaciones, deleciones o alteraciones en la expresion de los genes de mamifero normales que intervienen en el control
del crecimiento convierten a estos “protooncogenes’” en “oncogenes”. La familia de oncogenes Ras formada por los
oncogenes H-Ras, K-Ras y N-Ras codifican una proteina unida a GTP altamente conservada o PM = 21.000 (p21).

Los oncogenes codifican con frecuencia componentes de rutas de transduccion de sefiales que llevan a la estimu-
lacién del crecimiento celular y a la mitogénesis. La expresion de los oncogenes en células en cultivo da lugar a la
transformacion celular, caracterizada por la capacidad de las células para crecer en agar blando y el crecimiento de
las células como focos densos carentes de la inhibicién por contacto que muestran las células no transformadas. La
mutacién y/o sobreexpresion de ciertos oncogenes se asocia con frecuencia al cdncer humano. Para adquirir el poten-
cial de transformacidn, el precursor de la oncoproteina Ras debe experimentar la farnesilacion del residuo de cisteina
localizado en un motivo carboxilo terminal de un tetrapéptido. Por lo tanto, se han sugerido inhibidores de la enzima
que cataliza esta modificacidn, la farnesil proteina transferasa, como agentes anticancerosos para los tumores en los
que Ras contribuye a la transformacién. En muchos tipos de cdncer humanos se encuentran con frecuencia formas
oncogénicas mutadas de Ras, especialmente en mas del 50% de los carcinomas de colon y pancreaticos (Kohl y otros,
Science, vol. 260, 1384 a 1837, 1993).

Las proteinas producto de los oncogenes Ras han sido el foco de los esfuerzos para encontrar firmacos oncolédgicos,
debido a algunas caracteristicas unicas del metabolismo celular de dichas proteinas. Para operar en la transduccién
de las sefiales y en la transformacién de las células, las proteinas Ras deben anclarse en la membrana plasmadtica
para promover interacciones en su localizacién en la membrana, de proteinas adaptadoras con dominios SH2/SH3,
como el complejo Grb2/SOS. La localizacién en la membrana de Ras también desempefia un papel en la activacién
de efectoras aguas abajo como la proteina quinasa Raf. Algunas proteinas Ras recientemente sintetizadas deben ser
modificadas postraduccionalmente en células de mamiferos mediante farnesilacion seguida por rotura proteolitica de
los tres aminodcidos terminales, y carboxi-O-metilacién, para dar lugar a la hidrofobicidad o sitios de reconocimiento
que permitan la apropiada localizacién en la membrana. La modificacién postraduccional inicial de Ras, limitante
de la velocidad, comporta la unién covalente de farnesol a través de un enlace tioéter a un tnico residuo de cisteina
situado cuatro aminodcidos a partir del terminal carboxi de la proteina. Esta reaccién es catalizada mediante farnesil
protefna transferasa (FPT). La enzima requiere tinicamente los 4 aminoécidos del terminal C, o motivo CAAX, para
la unién especifica y la catalisis de los sustratos de proteina.

Se ha descrito que los inhibidores de la farnesil proteina transferasa son titiles en el tratamiento de diversos cdnceres
de mamifero y, en particular, en el tratamiento de los cdnceres de colon y pancreéticos.

El documento WO-97/21701 describe la preparacién, formulacién y propiedades farmacéuticas de derivados de
(imidazol-5-il)metil-2-quinolinona inhibidores de la farnesil proteina transferasa, de férmulas (I), (IT) y (II), asi como
intermedios de férmula (II) y (IIT) que son metabolizados in vivo en compuestos de férmula (I). Los compuestos de
férmula (I), (IT) y (IIT) se representan por
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las sales de adicion de 4dcido o base farmacéuticamente aceptables y las formas estereoquimicamente isoméricas
de los mismos, en donde

la linea de puntos representa un enlace opcional;

X es oxigeno o azufre;

R! es hidrégeno, alquilo C,_,, Ar', Ar?alquilo C,_s, quinolinilalquilo C,_g, piridilalquilo C,_¢, hidroxialquilo
C,_, alquiloxi C,_4 alquilo C,_¢, mono o di(alquil C,_4)aminoalquilo C,_¢, aminoalquilo C,_¢, 0 un radical

de férmula -Alk'-C(=0)-R?, -Alk'-S(0)-R? o -Alk'-S(0),-R?, donde Alk' es alcanodiilo C,_g,

R’ es hidroxi, alquilo C,_g, alquiloxi C,_¢, amino, alquilamino C,_g o alquilamino C,_g sustituido con alquilo-
xicarbonilo C,_g;

R?, R® y R'¢ son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, hidroxi, halo, ciano, alquilo C,_g, alquiloxi C,_g,
hidroxialquiloxi C,_g, alquiloxi C,_¢ alquiloxi C,_g, aminoalquiloxi C,_g, mono o di(alquil C,_s)aminoalqui-
loxi C_s, Ar', Ar?alquilo C,_s, Aroxi, Ar*alquiloxi C,_s, hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C,_g, triha-
lometilo, trihalometoxi, alquenilo C,_4, 4,4-dimetiloxazolilo; o

cuando, R? y R? tomados conjuntamente en posiciones adyacentes pueden formar un radical bivalente de

férmula
~0-CH, - O~ (a-1),
-0 -CH, -CH, - O- (a-2),
-0 -CH = CH- (a-3),
-0 - CH, - CH,- (a-4),
-0 - CH, - CH, - CH,- (a-5), 6
—~CH = CH - CH = CH- (a-6);

R* y R’ son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, halo, Ar', alquilo C,_g, hidroxialquilo C,_g, alquiloxi
C,_¢ alquilo C,_g, alquiloxi C,_g, alquiltio C,_g, amino, hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C,_g, alquil C,_4
S(0) alquilo C,_¢ o alquil C,_4 S(O), alquilo C, ¢

R® y R son, cada uno de forma independiente, hidrégeno, halo, ciano, alquilo C,_g, alquiloxi C,_s, Ar*oxi, trihalo-
metilo, alquiltio C,_g4, di(alquil C,_s)amino, o

cuando, R® y R7 tomados conjuntamente en posiciones adyacentes pueden formar un radical bivalente de
férmula

-0O-CH, - O- (c-1),6
—CH = CH - CH = CH- (c-2);

R® es hidrégeno, alquilo C,_g4, ciano, hidroxicarbonilo, alquiloxicarbonilo C,_4, alquilcarbonil C,_¢ alquilo C, _g,
cianoalquilo C,_g4, alquiloxicarbonil C,_¢ alquilo C,_g, carboxialquilo C,_g, hidroxialquilo C,_4, aminoalquilo
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C,_, mono o di(alquil C;_¢)aminoalquilo C,_¢, imidazolilo, haloalquilo C,_¢, alquiloxi C,_¢ alquilo C;_g,
aminocarbonilalquilo C,_4, o un radical de férmula

-0 -R" (b-1),
_S— R (b-2),
~N —R!'R" (b-3),

en donde

R es hidrégeno, alquilo C,_s, alquilcarbonilo C,_q, Ar', Arfalquilo C,_s, alquiloxicarbonil C,_s alquilo C;_¢ 0
un radical de férmula -Alk*>-OR" 6 -Alk>-NR™“R";

R'"  es hidrégeno, alquilo C,_j,, Ar' o Ar?alquilo C,_g;

R?  es hidrégeno, alquilo C,_g, alquilcarbonilo C,_;s, alquiloxicarbonilo C,_4, alquilaminocarbonilo C,_s, Ar',
Ar?alquilo C,_g, alquilcarbonil C,_4 alquilo C,_¢, un aminodcido natural, Ar'carbonilo, Ar*alquilcarbonilo
C,_¢, aminocarbonilcarbonilo, alquiloxi C,_¢ alquilcarbonilo C,_4, hidroxi, alquiloxi C,_g, aminocarbonilo,
di(alquil C,_g)aminoalquilcarbonilo C,_s, amino, alquilamino C,_s, alquilcarbonilamino C,_4 o un radical
de férmula -Alk?-OR" ¢ -Alk>-NR™“R?;

en donde

AlK*  es alcanodiilo C,_4;

R"”  es hidrégeno, alquilo C,_g, alquilcarbonilo C,_s, hidroxialquilo C,_s, Ar' o Aralquilo C,_g;

R es hidrégeno, alquilo C,_¢, Ar' o Aralquilo C,_g;

R"  es hidrégeno, alquilo C,_s, alquilcarbonilo C,_q, Ar' o Ar?alquilo C,_g;

R7  es hidrégeno, halo, ciano, alquilo C,_s, alquiloxicarbonilo C,_g, Ar';

R"® s hidrégeno, alquilo C,_, alquiloxi C,_¢ o halo;

R"Y  es hidrégeno o alquilo C,_g;

Ar!  es fenilo, o fenilo sustituido con alquilo C,_s, hidroxi, amino, alquiloxi C,_4 0 halo; y

Ar’>  es fenilo, o fenilo sustituido con alquilo C,_s, hidroxi, amino, alquiloxi C,_4 0 halo.

Los compuestos se describen generalmente como inhibidores de la farnesil proteina transferasa ttiles para el tra-
tamiento de tumores en mamiferos. Generalmente, en el tratamiento de tumores cancerosos se administran aproxi-
madamente desde 0,01 mg/kg hasta 100 mg/kg de peso corporal de un inhibidor de la farnesil proteina transferasa
dosificado en forma de aproximadamente dos, tres, cuatro o mds subdosis a intervalos apropiados a lo largo del dia.
Este programa de dosificacién se basa en la hipétesis de que eran necesarias la exposicién continua al compuesto
activo y la consecuente inhibicion de la FPT para mantener los efectos antitumorales.

Inesperadamente, se ha comprobado que un régimen de dosificacién interrumpido de aproximadamente cinco dias
que contenga un cierto inhibidor de la farnesil proteina transferasa como ingrediente activo seguido por aproximada-
mente dos semanas sin tratamiento da como resultado la supresion del crecimiento del tumor en un mamifero.

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un régimen de dosificacién que comprende un programa de
dosificacién discontinuo en el que se administra un inhibidor de la farnesil proteina transferasa para suprimir el cre-
cimiento de un tumor en un mamifero. El régimen comprende la administracién de una tnica dosis de un inhibidor
de la farnesil proteina transferasa a lo largo de un periodo de uno a cinco dias seguida por al menos dos semanas sin
tratamiento.

Sumario de la invencion

La presente invencidn estd relacionada con un método para tratar tumores en mamiferos que comprende la ad-
ministracién de una Unica dosis de un inhibidor de la farnesil proteina transferasa a lo largo de un periodo de uno a
cinco dfas. La invencién también estd relacionada con un régimen de dosificacién antitumoral en el que la supresién
del crecimiento del tumor se consigue mediante la administracién de un inhibidor de la farnesil proteina transfera-

sa a lo largo de un periodo de uno a cinco dias, seguida por al menos dos semanas sin tratamiento. La exposicion
transitoria de uno a cinco dias de los tumores de mamifero a un inhibidor de la farnesil proteina transferasa produce
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efectos antitumorales sostenidos. La inhibicidn de 1la FPT por un inhibidor de 1a FPT sometido al método y al régimen
de la presente invencion produce alteraciones de larga duracion en el proceso maligno, que sélo se restablecen muy
lentamente.

Descripcion detallada de la invencion

Es conocido que los inhibidores de la farnesil transferasa (FPT) son ttiles en el tratamiento de tumores en mamife-
ros y, en particular, los carcinomas de colon y pancreaticos. En estudios previos se ha mostrado que los inhibidores de
la farnesil proteina transferasa inhiben el crecimiento de los tumores en mamiferos cuando se administran mediante
un programa de dosificacién consistente en dos administraciones por dia. Inesperadamente, se ha comprobado que la
administracién de un cierto inhibidor de la farnesil proteina transferasa, en concreto el (+)-6-[amino(4-clorofenil)(1-
metil-1H-imidazol-5-il)metil]-4-(3-clorofenil)- 1-metil-2(1 H)-quinolinona (Compuesto 75 en la Tabla 1 de la parte ex-
perimental del documento WO-97/21701), o una sal de adicién de dcido farmacéuticamente aceptable del mismo, en
una Unica dosis diaria durante uno a cinco dias daba lugar a una notable supresién del crecimiento del tumor que se
prolongaba durante al menos 21 dias. En particular, la administracion del inhibidor de la farnesil proteina transferasa
en una sola dosis entre 50-200 mg/kg de peso corporal una vez al dia durante uno a cinco dias consecutivos tras la
formacién del tumor da lugar a una notable supresion del crecimiento del tumor que se prolonga durante al menos
21 o mas dias. El efecto es equivalente al de la administracién de un inhibidor de la farnesil proteina transferasa de
forma continua en una dosis diaria de 50 mg/kg-100 mg/kg en el mismo modelo de tumor. Al volver a aparecer el
crecimiento en tumores tratados segtin el método y/o régimen de la invencién, un nuevo ataque con el inhibidor de la
FPT alos 21 dias daba lugar a la detencién del crecimiento, lo que indica que el crecimiento del tumor no procedia de
células tumorales resistentes. La dosis mds preferida es de 200 mg/kg. En el hombre, a partir de datos iniciales de la
Fase 1, se puede esperar que la dosis preferida varie desde 200 hasta 2400 mg. El hallazgo de que se puede lograr una
supresion persistente del crecimiento del tumor con s6lo uno a cinco dias de tratamiento con un inhibidor de la farnesil
proteina transferasa result6 inesperado debido a que se ha dado por hecho que los inhibidores de la farnesil proteina
transferasa en conjunto requeririan una exposicién continua crénica para mantener la inhibicién ininterrumpida de la
farnesilacion de la proteina.

Debe entenderse que las sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables, tal como se han mencionado
mds arriba en la presente solicitud, comprenden las formas de sales de adicién de 4cido no téxicas y terapéuticamente
activas que el compuesto anterior del que derivan es capaz de formar. El compuesto del que derivan se puede convertir
en sus sales de adicion de 4cido farmacéuticamente aceptables tratando dicho compuesto con un dcido apropiado.
Los 4cidos apropiados comprenden, por ejemplo, dcidos inorgdnicos como, por ejemplo, dcidos hidracidos, p.e., 4ci-
do clorhidrico o bromhidrico, dcidos sulfirico, nitrico, fosférico y similares, o dcidos orgénicos como, por ejemplo,
acidos acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirdvico, oxdlico, maldnico, succinico (es decir, dcido butanodioi-
co0), maleico, fumdrico, malico, tartdrico, citrico, metansulfénico, etansulfénico, bencensulfénico, p-toluensulfénico,
ciclamico, salicilico, p-aminosalicilico, paméico y similares.

Los términos sal de adicién de dcido también comprenden los hidratos y las formas de adicion de solvente que el
compuesto del que derivan es capaz de formar. Ejemplos de tales formas son, p.e., hidratos, alcoholatos y similares.

Esta invencion es especialmente aplicable al tratamiento de tumores que expresan un oncogén Ras activado. Ejem-
plos de tumores que pueden ser inhibidos incluyen, pero no se limitan a, el cincer de pulmén (p.e., el adenocarcinoma,
e incluso el cancer de pulmén de células no pequeiias), los cdnceres pancredticos (p.e., el carcinoma pancredtico, co-
mo, por ejemplo, el carcinoma pancredtico exocrino), los cdnceres de colon (p.e., los carcinomas colorrectales, como,
por ejemplo, el adenocarcinoma de colon y el adenoma de colon), los tumores hematopoyéticos de linaje linfoide (p.e.,
la leucemia linfocitica aguda, el linfoma de células B, el linfoma de Burkitt), las leucemias mieloides (por ejemplo, la
leucemia miel6gena aguda (AML)), el cancer folicular de tiroides, el sindrome mielodispldsico (MDS), los tumores de
origen mesenquimadtico (p.e., los fibrosarcomas y rabdomiosarcomas), los melanomas, teratocarcinomas, neuroblas-
tomas, gliomas, tumores benignos de la piel, (p.e., los queratoacantomas), el carcinoma de mama (p.e., el cancer de
mama avanzado), el carcinoma de rifién, el carcinoma de ovario, el carcinoma de vejiga y el carcimoma de piel.

El inhibidor de la farnesil proteina transferasa mencionado mds arriba empleado de acuerdo con la invencion se
puede preparar y formular en composiciones farmacéuticas mediante métodos conocidos en la técnica y, en parti-
cular, segin los métodos descritos en el documento WO-97/21701. Para preparar las composiciones farmacéuticas
mencionadas anteriormente, se combinan en una mezcla intima una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto
particular, opcionalmente en forma de sal de adicién, como ingrediente activo, con un excipiente farmacéuticamente
aceptable, que puede adoptar una amplia variedad de formas en funcién de la forma de preparacion deseada para su ad-
ministracién. Estas composiciones farmacéuticas son deseables en forma de dosis unitaria apropiada, preferiblemente,
para administracion sistémica como, por ejemplo, administracién por via oral, percutdnea o parenteral, o administra-
cién tépica como, por ejemplo, mediante inhalacién, difusor nasal, gotas oculares o mediante crema, gel, champi y
similares. Por ejemplo, al preparar las composiciones en forma de dosificacién por via oral se puede emplear cualquie-
ra de los medios farmacéuticos usuales, como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso
de preparaciones liquidas por via oral como, por ejemplo, suspensiones, jarabes, elixires y soluciones; o excipientes
sdlidos como, por ejemplo, almidones, azicares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en
el caso de polvos, pildoras, cdpsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de administracién, los comprimidos y las
céapsulas representan la forma mas ventajosa de dosis unitaria por via oral, en cuyo caso se emplean, obviamente,
excipientes farmacéuticos s6lidos. Para las composiciones por via parenteral, el excipiente comprendera usualmente
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agua esterilizada, al menos en gran parte, aunque se pueden incluir otros ingredientes, por ejemplo, para favorecer
la solubilidad. Se pueden preparar, por ejemplo, soluciones inyectables en las que el excipiente comprende solucién
salina, solucién de glucosa o una mezcla de soluciones salina y de glucosa. Las soluciones inyectables que contienen
compuestos de féormula (I) se pueden formular en un aceite para conseguir una accién prolongada. Los aceites apro-
piados para este fin son, por ejemplo, los aceites de cacahuete, de sésamo, de semilla de algodén, de maiz, de soja,
ésteres de glicerol sintéticos de dcidos grasos de cadena larga y mezclas de estos y otros aceites. También se pueden
preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear excipientes liquidos apropiados, agentes antidepo-
sicién y similares. En las composiciones apropiadas para administracion por via percutinea, el excipiente comprende,
opcionalmente, un agente favorecedor de la penetracion y/o un agente humedecible apropiado, combinado opcional-
mente con aditivos apropiados de cualquier naturaleza en proporciones minoritarias, aditivos que no tienen ningtin
efecto deletéreo significativo sobre la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administracién a la piel y/o pueden ser
de ayuda para preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones se pueden administrar de diversas formas,
p.e., como parche transdérmico, como spot-on (administracién mediante pipeta) o como un ungiiento. Como com-
posiciones apropiadas para administracion tépica se pueden citar todas las composiciones empleadas habitualmente
para la administracién por via tépica de medicamentos, p.e., cremas, gelatinas, apdsitos, champus, tinturas, pastas,
ungiientos, pomadas, polvos y similares. La aplicacién de dichas composiciones puede realizarse mediante aerosol,
p.€., con un propelente, como, por ejemplo, nitrégeno, diéxido de carbono, un fredn, o sin un propelente, como, por
ejemplo, un difusor de bomba, gotas, lociones; o semisdlidos, como, por ejemplo, una composicién densa que se puede
aplicar mediante una torunda. En particular, se utilizardn convenientemente las composiciones semisélidas como, por
ejemplo, pomadas, cremas, gelatinas, ungiientos y similares.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas antes mencionadas en forma de dosis uni-
taria para facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacién. La forma de dosis unitaria, tal como se utiliza
en la especificacion y en las reivindicaciones en la presente solicitud, se refiere a unidades fisicamente discretas apro-
piadas como dosis unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de ingrediente activo calculada
para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el excipiente farmacéutico requerido. Ejemplos de ta-
les formas de dosificacion unitaria son los comprimidos (incluidos comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas,
pildoras, paquetes de polvo, obleas, soluciones o suspensiones inyectables, cucharaditas, cucharadas y similares, y
multiplos diferenciados de los mismos.

El inhibidor de la farnesil transferasa mencionado mds arriba se puede utilizar en combinacién con uno o mas
agentes anticancerosos diferentes como, por ejemplo, compuestos de coordinacién de platino, por ejemplo, cisplatino
o carboplatino; compuestos de taxano, como, por ejemplo, paclitaxel o docetaxel; compuestos de camtotecina, como,
por ejemplo, irinotecano o topotecano; alcaloides de vinca antitumorales, como, por ejemplo, vinblastina, vincristina o
vinorelbina, derivados antitumorales de nucledsidos, como, por ejemplo, S-fluorouracilo, gemcitabina o capecitabina;
mostaza de nitrégeno o agentes alquilantes de nitrosourea, como, por ejemplo, ciclofosfamida, clorambucil, carmustina
o lomustina; derivados antitumorales de la antraciclina, como, por ejemplo, daunorubicina, doxorubicina, idarubicina
o epirubicina; anticuerpos HER2, como, por ejemplo, trastzumab; derivados antitumorales de la podofilotoxina, como,
por ejemplo, etopdsido y tenipdsido; y agentes antiestrogenos, incluyendo antagonistas de los receptores de estrégenos
o moduladores de los receptores de estrégenos selectivos, preferiblemente tamoxifeno, o, alternativamente, toremifeno,
droloxifeno, faslodex y raloxifeno, o inhibidores de la aromatasa como, por ejemplo, exemestano, anastrozol, letrozol
y vorozol.

El inhibidor de la farnesil transferasa y el agente anticanceroso adicional se pueden administrar simultineamente
(p-e., en composiciones separadas o unitarias) o uno tras otro en cualquier orden. En este tltimo caso, los dos com-
puestos se administrardn en un periodo y en una cantidad y manera que sean suficientes para asegurar que se logra
un efecto ventajoso o sinérgico. Se observard que el método y el orden preferidos de administracion y las respecti-
vas cantidades y regimenes de dosificacién para cada componente de la combinacién dependeran del inhibidor de la
farnesil transferasa particular y de los agentes anticancerosos adicionales que se estén administrando, su ruta de admi-
nistracion, el tumor particular que se esté tratando y el sujeto particular que esté siendo tratado. El método y orden de
administracién y las cantidades y regimenes de dosificacion éptimos podran ser determinados facilmente por aquellos
expertos en la técnica utilizando métodos convencionales y teniendo en cuenta la informacién expuesta en la presente
solicitud.

El inhibidor de la FPT para ser utilizado de acuerdo con la presente invencién se puede preparar de una manera
convencional, por ejemplo, mediante los procesos descritos en las descripciones de patente que anteceden.

Los siguientes ejemplos describen la invencién con mayor detalle.
Ejemplo 1
Materiales y métodos

Cultivo Celular: Se adquirieron células de carcinoma pancredtico humano CAPAN-2 procedentes de American
Type Culture Collection (Rockville, MD). Las células se conservaron en un medio McCoy’s SA suplementado con un
10% de suero fetal bovino y penicilina-estreptomicina. Se obtuvieron células NIH 3T3 transfectadas con el oncogén
H-Ras T24 activado (células T24) de la Janssen Research Foundation (para los métodos, véase Parada, L.F., Tabin,

C.J., Shih, C. y Weinberg, R. Human EJ bladder carcinoma oncogene is homologue of Harvey sarcoma virus ras
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gene. Nature 297: 474-478, 1982; Santos, E., Tronick, S.R., Aaronson, S.A., Pulciani, S., y Barbacid, M. T24 human
bladder carcinoma oncogene is an activated form of the normal human homologue of BALB-and Harvey-MSV trans-
forming genes. Nature 298: 343-347, 1982). Las células T24 se conservaron como cultivos monocapa en un medio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% de Nu-serum Tipo IV (Collaborative Biomedical
Products, Bedford, MA) y 40 ug/ml de G418 (Geneticin®, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD).

Animales: Se adquirieron ratones nude nu/nu hembra inmunodeficientes (de 42 dias de edad) de Charles River
Laboratories (Wilmington, MA). Los ratones se alojaron de cinco en cinco en jaulas de microaislamiento colocadas en
estanterias de flujo laminar para mantener la esterilidad. Todos los lechos, alimentos, agua y jaulas fueron esterilizados.
Los animales se manejaron dentro de los confines estériles de una cabina de flujo laminar. Por lo demads, los ratones se
mantuvieron sometidos a condiciones de vivero estdndar. Los estudios tumorales se llevaron a cabo segtin un protocolo
aprobado por el Institutional Animal Care and Use Committee.

Estudios de Tumores en Ratones Nude: Se separaron las células que crecian como monocapas en frascos de cultivo
de tejidos T150 mediante tripsinizacién con 10 ml de tripsina al 0,05% y 0,53 mM de EDTA por frasco. Se combi-
naron las suspensiones de células tumorales y se inactivo la tripsina mediante la adicién de un medio que contenia
suero (10 ml por cada 40 ml de suspensién celular de tripsina). Las células se recogieron mediante centrifugacién y
se volvieron a suspender en una solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) calentada a 37°C. Se afiadi6 una porcién
de 1,0 ml de suspensién celular a 20 ml de diluyente y se sometié a recuento en un contador de particulas Coulter.
Las suspensiones de células se volvieron a centrifugar y a suspender a una concentracién de 1 x 108 células por 0,10
ml de HBSS. Los ratones fueron inoculados con una sola inyeccién subcutinea de 0,10 ml de suspension de células
tumorales en la region inguinal. Los ratones se alojaron de cinco en cinco en jaulas, siendo asignados 15 ratones a
cada grupo de tratamiento. Se midieron semanalmente el peso corporal y el tamafio de los tumores, determinados me-
diante mediciones con calibrador. Se multiplicaron las medidas de longitud y anchura obtenidas con el calibrador para
obtener las superficies de los tumores. Al finalizar el estudio, los ratones fueron sacrificados mediante asfixia por CO,.

Tres dias después de la inoculacién de los tumores, se inicid el tratamiento de cinco dias con (R)-6-[amino(4-
clorofenil)(1-metil-1H-imidazol-5il)metil]-4-(3-clorofenil)- I -metil-2(1H)-quinolinona (compuesto 1). El compuesto
1 se administr6 una vez al dia mediante alimentacién forzada por via oral en un vehiculo de betaciclodextrina al 20%
en forma de un volumen de 0,10 ml de solucién por cada 10 g de peso corporal. Los grupos de control recibieron el
mismo volumen de dosis del vehiculo de betaciclodextrina al 20%.

Compuestos. El compuesto 1 se prepar6 para administracion por via oral disolviendo en primer lugar el compuesto
en forma de solucién patrén concentrada 2x en hidroxipropil betaciclodextrina al 40% (lote n® 051-071/1) en HC1
0,1 N. EI compuesto 1 se disolvié mediante agitacién vigorosa durante aproximadamente 30 minutos, seguida por
sonicacién durante 10 min. Las soluciones del compuesto 1 se llevaron a una concentracion final diluyéndolas en una
proporcién de 1:1 con HCI 0,1 N. Las soluciones finales del farmaco se sometieron inmediatamente a filtrado estéril
y se transfirieron a tubos esterilizados. Las soluciones se almacenaron refrigeradas y protegidas de la luz durante el
transcurso del estudio y la esterilidad se mantuvo abriendo las soluciones en condiciones de flujo laminar estéril.

Resultados y exposicion

En la figura 1 se presentan los resultados del estudio de la dosificacion intermitente del compuesto 1. El compuesto
1 se administr6 una vez al dia durante cinco dias cada tres semanas a ratones nude portadores de tumores H-Ras T24.
Los animales tratados con el vehiculo mostraron tumores que crecian agresivamente 14 dias después de la inoculacion.
Este grupo fue sacrificado el dia 17, porque sus tumores excedian la pauta ética de que el peso del tumor no debe ser
mayor que el 10% del peso corporal del animal. Los ratones tratados con 200 mg/kg del compuesto 1 durante cinco
dias (dfas 3 - 8 tras la inoculacién del tumor) mostraron tumores pequefios el dia 17. Al dejarlos sin tratamiento, los
tumores volvieron a las rdpidas tasas de crecimiento del control el dia 24. Los animales fueron sacrificados el dia 28
de acuerdo con las pautas éticas. Otro grupo de 15 ratones recibié un tratamiento adicional de 5 dias con 200 mg/kg
del compuesto 1. El crecimiento de los tumores se detuvo de nuevo, pero no de forma tan considerable como en el
tratamiento inicial.

Se analiz6 un régimen de dosificacion idéntico en tumores pancredticos humanos CAPAN-2 en ratones nude. La
administracién del compuesto 1 durante cinco dias en una dosis de 200 mg/kg redujo significativamente el crecimiento
de los tumores CAPAN-2 hasta el dia 24 (figura 2). A partir de entonces, los tumores que no recibieron mds tratamiento
volvieron a las tasas de crecimiento observadas en los controles tratados con el vehiculo. De nuevo, otro grupo de 15
animales recibi6 un tratamiento adicional de 5 dias con el compuesto 1 los dias 21 a 25. Unicamente se produjo una
detencidn transitoria del crecimiento, que resulté significativa el dia 28 del estudio. Aunque la respuesta de los tumores
CAPAN-2 no fue tan espectacular como la de los tumores T24, los presentes resultados son destacables cuando se
comparan con los de estudios previos. En nuestra evaluacién original de los tumores CAPAN-2 con el compuesto 1
administrado dos veces al dia de forma continua durante 18 dias, dosis de 50 mg/kg (100 mg/kg de dosis diaria total)
y 100 mg/kg (200 mg/kg) dieron lugar a reducciones significativas del crecimiento de los tumores. El programa de
dosificacién de 5 dias supuso una reduccién importante en la exposicion al farmaco a este estudio previo. No obstante,
todavia se mantenia un efecto antitumoral.

Se exploré la dependencia de la dosis del programa de dosificacion reducido de 5 dias en tumores T24 con dosis del
compuesto 1 de 50, 100 y 200 mg/kg. La duracién de la respuesta result6 estar relacionada con la dosis, produciendo
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también esta vez la dosis de 200 mg efectos sostenidos hasta el dia 17 del estudio (figura 3). Los efectos supresores del
tumor de las dosis mds bajas desaparecieron hacia el dia 14. En todos los grupos tratados con el compuesto 1 todavia se
observaron el dia 17 del estudio reducciones significativas y relacionadas con la dosis del crecimiento de los tumores,
medidas como superficie final del tumor (figura 4) y peso final del tumor (figura 5). La dosis mds alta experimentada,
de 200 mg/kg, result6 sustancialmente mds efectiva que las dosis mds bajas, observdndose una reduccién de un 90%
del peso final de los tumores.

Finalmente, los animales fueron tratados con una sola administracién del compuesto 1 para estudiar la duracién
minima de la exposicién al inhibidor de la FPT necesaria para elicitar un efecto antitumoral. Como se muestra en la
figura 6, una sola dosis de 200 mg/kg 6 400 mg/kg del compuesto 1 administrada tres dias después de la inoculacién
del tumor produjo una inhibicién sostenida del crecimiento de los tumores que se mantuvo hasta 15 dfas.

Los presentes estudios demuestran que exposiciones breves de cinco dias al compuesto 1 pueden producir efectos
antitumorales que persisten durante otras dos semanas o incluso mas después del tratamiento.

Figura 1. Inhibicién del crecimiento de tumores en células NIH3T3 transformadas por H-Ras T24 mediante la
administracién del compuesto 1 en forma de tratamientos intermitentes de cinco dias. Se inocularon unos ratones nude
con 1 x 10° células T24 por via subcutdnea el dia 0. Después de tres dias se inici6 la dosificacion por via oral del
vehiculo de betaciclodextrina (100 ul por cada 10 gm de peso corporal) o del compuesto 1 (200 mg/kg). Uno de los
grupos fue tratado durante otros cinco dias a partir del dia 21. El tamafio de los tumores esta expresado como superficie
del tumor (longitud X anchura). Los valores son promedios (+EMM) para N = 14-15 animales por grupo sometido a
tratamiento. Para mayor claridad de la figura, los valores significativamente diferentes (p < 0,05 ANOVA) del grupo
tratado con el vehiculo se indican (*) Gnicamente para el dia 21. Los efectos significativos para el segundo ciclo de
tratamiento con el compuesto 1 se indican para el dia 28 (**).

Figura 2. Inhibicién del crecimiento en tumores pancredticos humanos CAPAN-2 producida por tratamientos inter-
mitentes de cinco dias con el compuesto 1 (200 mg/kg, p.o.). Se inocularon ratones nude con 1 x 10° células CAPAN-
2 por via subcutdnea. Después de tres dias se inicid la dosificacion por via oral del vehiculo de betaciclodextrina (100
w1 por cada 10 gm de peso corporal) o del compuesto 1 (200 mg/kg). Uno de los grupos fue tratado durante otros cinco
dias a partir del dia 21. El tamafio de los tumores estd expresado como superficie del tumor (longitud X anchura). Los
valores son promedios (+EMM) para N = 14-15 animales por grupo sometido a tratamiento. Para mayor claridad de
la figura, los valores significativamente diferentes (p < 0,05 ANOVA) del grupo tratado con el vehiculo se indican (*)
para el dia 24. Los efectos significativos para el segundo ciclo de tratamiento con el compuesto 1 se indican para el
dia 28 (¥¥).

Figura 3. Transcurso del tiempo para la inhibicién del crecimiento de tumores en células NIH3T3 transformadas por
H-Ras T24 mediante la administracién del compuesto 1 en forma de un tnico tratamiento de cinco dias. Se inocularon
ratones nude con 1 x 10° células T24 por via subcutdnea el dia 0. Después de tres dias se inici6 la dosificacién por via
oral del vehiculo de betaciclodextrina (100 ul por cada 10 gm de peso corporal) o de las dosis indicadas del compuesto
1 mediante alimentacién forzada por via oral. El tamafio de los tumores esta expresado como superficie del tumor (lon-
gitud x anchura). Los valores son promedios para N = 14-15 animales por grupo sometido a tratamiento. En las figuras
4 y 5 se muestran andlisis estadisticos de las mediciones de los tumores tomadas al finalizar el estudio el dia 17.

Figura 4. Inhibicién del crecimiento de tumores en células NIH3T3 transformadas por H-Ras T24 mediante la
administracién del compuesto 1 en forma de un tnico tratamiento de cinco dias. Se inocularon ratones nude con 1 X
10° células T24 por via subcutdnea el dia 0. Después de tres dias se inici6 la dosificacién por via oral del vehiculo
de betaciclodextrina (100 ul por cada 10 gm de peso corporal) o de las dosis indicadas del compuesto 1 mediante
alimentacion forzada por via oral. El tamafio de los tumores estd expresado como superficie del tumor (longitud
x anchura). Los valores son promedios (+EMM) para N = 14-15 animales por grupo sometido a tratamiento. Los
valores que aparecen con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05 ANOVA). Sobre cada barra del
histograma se muestra el porcentaje de reduccién del tamaiio del tumor.

Figura 5. Inhibicién del crecimiento de tumores en células NIH3T3 transformadas por H-Ras T24 mediante la
administracién del compuesto 1 en forma de un tnico tratamiento de cinco dias. Se inocularon ratones nude con 1 X
105 células T24 por via subcutdnea el dia 0. Después de tres dias se inici6 la dosificacién por via oral del vehiculo
de betaciclodextrina (100 ul por cada 10 gm de peso corporal) o de las dosis indicadas del compuesto 1 mediante
alimentacion forzada por via oral. El tamafio de los tumores estd expresado como peso post mortem del tumor (g).
Los valores son promedios (+EMM) para N = 14-15 animales por grupo sometido a tratamiento. Los valores que
aparecen con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05 ANOVA). Sobre cada barra del histograma
se muestra el porcentaje de reduccion del peso del tumor.

Figura 6. Transcurso del tiempo para la inhibicién del crecimiento de tumores en células NIH3T3 transformadas
por H-Ras T24 mediante la administracién del compuesto 1 en forma de un tnico tratamiento. Se inocularon ratones
nude con 1 x 10° células T24 por via subcuténea el dia 0. Después de tres dias se inici6 la dosificacién por via oral
del vehiculo de betaciclodextrina (100 ul por cada 10 gm de peso corporal) o de las dosis indicadas del compuesto
1 mediante alimentacién forzada por via oral. El tamafio de los tumores estd expresado como superficie del tumor
(longitud x anchura). Los valores son promedios para N = 14-15 animales por grupo sometido a tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un inhibidor de la farnesil proteina transferasa en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
del cancer en mamiferos, en el que el inhibidor de la farnesil proteina transferasa es (+)-6-[amino(4-clorofenil)(1-metil-
1H-imidazol-5-il)metil]-4-(3-cloro-fenil)-1-metil-2(1 H)-quinolinona, o una sal de adicién de 4cido farmacéuticamente
aceptable del mismo, que se administra en un ciclo de dosificaciéon que comprende la administracién de dicho inhibidor
de la farnesil transferasa una vez al dia en una dosis de 50 a 200 mg/kg de peso corporal a lo largo de un periodo de
uno a cinco dias, seguido por un periodo de al menos catorce dias, periodo durante el cual no se administra dicho
inhibidor de la farnesil transferasa, repitiéndose dicho ciclo al menos una vez.

2. Uso segun lo reivindicado en la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de la farnesil proteina transferasa se
administra durante 1 dfa.

3. Uso segtn lo reivindicado en la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de la farnesil proteina transferasa se
administra durante 5 dfas.

4. Uso segtn lo reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho inhibidor de la
farnesil proteina transferasa se administra en una forma de dosis unitaria.

5. Uso segun lo reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho inhibidor de la
farnesil proteina transferasa se utiliza en conjuncién con uno o mas agentes anticancerosos diferentes.
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FIGURA2
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FIGURA3
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FIGURA®6
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