ES 2314451 T3

@ Numero de publicacién: 2 314 451

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 31/353 (2006.01)
ESPANA A61P 35/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04785845 .1
Fecha de presentacion : 27.02.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1596857
Fecha de publicacion de la solicitud: 23.11.2005

Titulo: PMCol para el tratamiento de cancer de prostata.

Prioridad: 27.02.2003 US 450510 P @ Titular/es:

WISCONSIN ALUMNI RESEARCH FOUNDATION
614 North Walnut Street

Madison, Wisconsin 53705, US

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Thompson, Todd A. y
16.03.2009 Wilding, George

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
16.03.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314451 T3

DESCRIPCION

PMCol para el tratamiento de cancer de prostata.
Esta invencion se refiere a anti-andrégenos derivados de cromano para prevenir y/o aliviar el cancer de prostata.
Antecedentes de la invencion

Las hormonas sexuales masculinas se denominan, como un grupo, andrégenos. Entre los andrégenos, la testoste-
rona juega un papel central en el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales masculinas secundarias,
que incluyen: (1) aumento de los érganos sexuales masculinos, la glandula prostatica, las vesiculas seminales y las
glandulas bulbouretrales; (2) crecimiento incrementado del pelo corporal, particularmente en la cara y en el pecho,
pero acompafiado algunas veces de un disminucién del crecimiento del pelo en el cuero cabelludo; (3) aumento de la
laringe y engrosamiento de las cuerdas bucales; (4) engrosamiento de la piel; (5) crecimiento muscular incrementado;
y (6) engrosamiento y fortalecimiento de los huesos.

La testosterona es producida y se secretada, normalmente, por las células intersticiales de los testiculos bajo la
influencia de la hormona luteinizante (LH). La LH es una gonadotropina secretada por el 16bulo anterior de la glandula
pituitaria en respuesta a otro factor secretado por el hipotdlamo, denominado factor de liberacion de la hormona
luteinizante (LH-RF). El grado en el que se desarrollan las caracteristicas secundarias masculinas estd directamente
relacionado con la cantidad de testosterona secretada por las células intersticiales de los testiculos. Esta cantidad
global de testosterona se regula mediante un sistema de retro-alimentacién negativa que implica al hipotdlamo. A
medida que la concentracion de testosterona en sangre aumenta, el hipotdlamo detecta la testosterona mediante los
receptores de andrégenos y se inhibe y, consecuentemente, su estimulacion de la gldndula pituitaria anterior mediante
LH-RF decrece. A medida que la secrecién de LH por la pituitaria se reduce, la cantidad de testosterona liberada por
las células intersticiales de los testiculos se reduce también. Sin embargo, a medida que el nivel de testosterona en
sangre disminuye, se inhibe menos el hipotdlamo y, de nuevo, estimula a la glandula pituitaria para que libere LH.
El aumento de la secrecién de LH provoca que las células intersticiales liberen mds testosterona, y su nivel en sangre
aumente.

Como se puede apreciar de la variedad de caracteristicas sexuales masculinas secundarias, el cuerpo posee una
plétora de tejidos y 6rganos que responden a las hormonas sexuales. Desafortunadamente, muchos tipos de canceres
presentan susceptibilidad a los mecanismos de control de las hormonas sexuales que regulan el crecimiento del 6rgano
o tejido a partir del cual surge el neoplasma. Por el lado positivo, los cdnceres que se originan en los érganos endocri-
nos y en el sistema inmune son especialmente susceptibles a las terapias médicas basadas en hormonas sexuales, en
antagonistas de hormonas sexuales y/o en privacién hormonal. De hecho, las hormonas sexuales y sus antagonistas re-
presentan agentes ttiles para el tratamiento de cdnceres comunes que surgen a partir de las mamas, glandula prostatica
y ttero.

Respecto a esto, el papel de la cirugia tradicional en la eliminacién endocrina ha disminuido ya que se han identifi-
cado agentes quimicos que pueden reemplazar a los procedimientos quirtirgicos. Por ejemplo, la castracidn quirdrgica,
también denominada orquiectomia, util para retrasar o evitar la progresién del cancer de préstata mediado por andré-
genos, se podria llevar a cabo “de forma quimica” mediante la administracién de un anti-andrégeno en combinacién
con un agonista de LH-RF conocido. La combinacién anti-andrégeno/ LH-RF disminuye de forma efectiva el nivel de
testosterona que, si se deja sin control, aumenta la velocidad de crecimiento de las neoplasias prostaticas dependientes
de testosterona. Los agonistas de LH-RF representativos incluyen leuprolida o goserelina, descritos en las Patentes
de EE.UU. n°® 4.897.256 y 5.510.460, respectivamente. Los anti-andrégenos titiles incluyen flutamida, bicalutamida
o nilutamida. La flutamida es un antagonista no esteroideo del receptor de andrégenos, distribuido bajo el nombre
comercial de Eulexin, como se describe en la Patentes de EE.UU. n°® 3.995.060 y 4.474.813. La bicalutamida en un
antagonista no esteroideo del receptor de andrégenos, distribuido bajo el nombre comercial de Casodex, como se
describe en la Patente de EE.UU. n° 4.636.505. La nilutamida es también un antagonista no esteroideo del receptor
de andrégenos, distribuido bajo el nombre comercial de Nilandron, como se describe en la Patente de EE.UU. n°
5.023.088.

Desafortunadamente, las terapias hormonales para el cdncer de prostata, aunque ofrecen a muchos pacientes una
opcidn no invasiva a los drasticos procedimientos quirdrgicos, normalmente, estdn acompafiadas por muchas compli-
caciones o efectos secundarios. Los agonistas de LH-RF, que incluyen leuprolida y goserelina, actian disminuyendo
la testosterona hasta niveles de post-castracion pero estos agonistas resultan también en impotencia y en sofocos. Asi-
mismo, los anti-andrégenos dirigidos al receptor de andrégenos, que incluyen flutamida y bicalutamida, a menudo
provocan diarrea, aumento del pecho (también conocido como ginecomastia), pérdida de libido y nduseas (Soloway,
M.S. et al., Urologia 47 (Suppl 1A): 33-37, 1996). También ha habido descripciones de casos con efectos toxicos en
el higado (Wysowski, D.D., et al., Annals of Internal Medicine 118(11): 860-864, 1993).

En parte, los efectos secundarios observados en las terapias quimicas actuales son debidos a las caracteristicas no
deseables de los compuestos anti-andrégenos actuales que permiten cruzar la barrera hemato-encefdlica y afectar a
los receptores de andrégenos del sistema nervioso central, ademds de a los de tejidos periféricos. Mientras que los
receptores de andrégenos en el hipotdlamo y en los tejidos periféricos han sido bien estudiados, se conoce poco acerca
de los mecanismos moleculares reales que dan como resultado las complicaciones, que incluyen, pero no se limitan a,
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pérdida de libido y nduseas. Asi, la penetracion de la barrera hemato-encefalica por los agentes actuales no es deseable
y son extremadamente deseables agentes mejorados dirigidos principalmente a los tejidos periféricos.

Otro efecto no deseable de algunos de los agentes anti-andrégenicos actuales es su capacidad, no deseable, de
ejercer una actividad agonista parcial en algunas células de cdncer de prdstata. Por ejemplo, se ha mostrado que el
anti-andrégeno flutamida estimula, en lugar de inhibir, el crecimiento de las células del carcinoma de préstata humano
LNCaP, en condiciones de laboratorio (The Prostate 14: 103-115 (1989)). Esto podria estimular potencialmente, en
lugar de inhibir, el crecimiento de los canceres de prdstata en un grupo de pacientes. Por lo tanto, los anti-andrégenos
mads favorables deberian presentar actividad antagonista pura respecto del receptor de andrégenos, independientemente
de su contexto bioldgico (esto es, nunca actian como agonistas del receptor de andrégenos).

Mientras que los compuestos anti-andrégenos se pueden usar en terapias de cancer, estos compuestos tienen tam-
bién utilidad en las terapias hormonales no relacionadas con cdncer. Por ejemplo, el hirsutismo dependiente de an-
drégenos, se manifiesta por un exceso de pelo en las mujeres, se trata actualmente con el anti-andrégeno flutamida.
Desafortunadamente, las mujeres tratadas con flutamida han experimentado muchos de los mismos efectos secundarios
descritos anteriormente, debido a la naturaleza general de la actividad antagonista de la flutamida.

Como se puede apreciar facilmente, la calidad de vida que permiten las terapias hormonales actuales, en particular
las terapias que utilizan anti-andrégenos, es muy inferior a la deseable. Por lo tanto, existe una necesidad de anti-
andrégenos que ofrezcan a los pacientes complicaciones reducidas, a la vez que proporcionan unos regimenes efectivos
de terapia hormonal. Los anti-andrégenos dirigidos de forma especifica a los tejidos periféricos serian extremadamente
valiosos para mejorar la calidad de la terapia hormonal disponible para aquellos que la necesiten.

Resumen de la invencién

La presente invencidn se basa en el descubrimiento pionero del inventor de que el resto derivado del cromanol
de la vitamina E posee una potente actividad anti-androgénica en células dependientes de andrégenos. En particular,
el compuesto 2,2,5,7,8-pentametil-6-cromanol (PMCol) fue identificado por los inventores por demostrar una acti-
vidad antagonista pura hacia el receptor de andrégenos en lineas celulares de carcinoma de prostata. La actividad
anti-andrégeno de los compuestos derivados de cromanol era desconocida con anterioridad. Las distintas formas de
realizacion de la invencién descritas y reivindicadas en esta memoria proporcionan, de este modo, procedimientos y
composiciones ventajosos que se basan en los inesperados descubrimientos de los inventores.

En esta memoria se revela el uso de un compuesto que tiene la féormula

CHj

CHs
H3C 0

CHs
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CH,
o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, para la fabricacién de un alimento funcional para retrasar
la progresion del cancer de préstata en un paciente que sufre de cancer de prostata, o para prevenir la ocurrencia o
recurrencia del cidncer de prdstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo.
También se revela el uso de un compuesto de férmula (I)
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o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, para la fabricacién de un alimento funcional para retrasar
la progresion del cancer de préstata en un paciente que sufre de cdncer de préstata, o para prevenir la ocurrencia o
recurrencia de cancer de prdstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo.

Se revela adicionalmente una composicioén de alimento funcional, para retrasar la progresion del cancer de préstata
en un paciente que sufre de cancer de prostata, o para prevenir la ocurrencia o recurrencia del cdncer de prdstata en un
paciente que tiene riesgo de padecerlo, que comprende un articulo alimenticio o parte de un articulo alimenticio y un
compuesto que tiene la férmula:

CH,

CH;
HaC o

CHa

HO Q)]

CH,

o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable; y un portador aceptable, asi como composiciones de
alimento funcional que comprenden, adicionalmente, un agente que potencia el sistema inmune, un agente anti-infla-
matorio, un agente anti-oxidante o una mezcla de ellos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Estructura de la vitamina E (esto es, a-tocoferol) y compuestos relacionados. A, a-tocoferol. B, 2,2,5,7,8-
pentametil-6-cromanol (PMCol). C, 2,2,5,7,8-pentametilcromano (PMC).

Figura 2. Andlisis de competiciéon de PMCol de la unién de R1881 en células de carcinoma de préstata humana. A,
se determind una curva dosis-respuesta para la competiciéon de PMCol, PMC y bicalutamida por la unién al receptor
de andrégenos de *H-R1881, en células LNCaP. B, la competicién por la unién de *H-R1881 en células LAPC4 se
determind para 30 uM PMCol y 1 uM bicalutamida (*P < 0,05; n = 4).

Figura 3. Modulacién del crecimiento de células de carcinoma de préstata humano por PMCol. A, curva dosis-
respuesta de células DU145, LAPC4 y LNCaP, crecidas en medio que contenia un 5% de suero, medida 4 dias des-
pués del tratamiento con PMCol. El tratamiento con 50 uM de PMCol reduce de forma significativa el crecimiento
de las células de préstata LNCaP, mientras que se requirié una concentraciéon de 80 uM de PMCol para disminuir
significativamente el crecimiento de la linea celular de préstata DU145, independiente de andrégenos (*P < 0,05). B,
la curva dosis-respuesta a PMCol del crecimiento de células LNCaP, se determind en células expuestas a condiciones
deficientes de andrégenos (esto es, usando un medio que contenia niveles de andrégenos reducidos) con o sin la adi-
cién de una dosis estimuladora del crecimiento de 0,05 nM de R1881 o una dosis inhibidora del crecimiento de 1,0
nM de R1881 (* significativamente diferente de células tratadas con 0 uM PMCol; P < 0,05; n = 6).

Figura 4. Se determinaron los cambios en la respuesta de crecimiento bifdsico de LNCaP estimulada por R1881,
después del tratamiento con 30 uM de PMCol, 30 uM de PMC o 1 uM de bicalutamida durante 4 dias. La inhibicién
de la respuesta de crecimiento se aprecia facilmente con una exposicién a 0,3 nM de R1881, a la que el crecimiento de
LNCaP con un tratamiento con PMCol, PMC y bicalutamida fue equivalente a la respuesta de crecimiento en células
control, producida por exposicién a 0,03 nM de R1881 tinicamente.

Figura 5. Andlisis de los efectos de PMCol sobre la secrecién de PSA inducida por andrégenos de células LNCaP.
La secrecion de PSA se determiné 48 horas después de la exposicién a una dosis estimuladora del crecimiento de 0,05
nM de R1881 o a una dosis inhibidora del crecimiento de 1,0 nM de R1881, en presencia de 30 uM PMC, 30 uM
PMCol o 1 uM bicalutamida. (*P < 0,05 en comparacién con células tratadas con 0,05 nM R1881; **P < 0,05 en
comparacién con células tratadas con 1,0 nM de R1881; n = 3).

Figura 6. Actividad del promotor MMTYV inducida por andrégenos en células LNCaP (A) y LAPC4 (B) después
del tratamiento con PMCol. A, los efectos de los tratamientos con 25 M PMCol, 50 uM PMCol y 1 uM bicaluta-
mida durante 24 h sobre la actividad del promotor MMTYV inducida por R1881, se ensay6 en células LNCaP. B, las
células LAPC4 expuestas a 30 uM PMCol inhibian de forma efectiva la actividad del promotor MMTYV inducida por
andrégenos (*P < 0,05; n =4).

Figura 7. Andlisis por inmunoblot del nivel de proteina RA. Los niveles de proteina RA no se alteraron signi-
ficativamente en células LNCaP expuestas a 30 uM PMC, 30 uM PMCol o 1 uM bicalutamida, durante 5 dias, en
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comparacion con los niveles de RA en las células expuestas al vehiculo, como control. Las células LNCaP se cre-
cieron en medio que contenia 5% de suero para proporcionar andrégenos de suero endégenos, permitiendo asi la
modulacién anti-androgénica de los niveles de proteina RA. La flecha grande sefiala las bandas de la proteina RA y la
flecha pequeiia sefala las bandas de la proteina -actina.

Figura 8. Datos de toxicidad oral aguda en ratones. A, esta grafica muestra que no hay cambios significativos en
la masa corporal del animal después de la administracién de una tnica dosis alta de PMCol, en comparacién con el
control de vehiculo, 48 horas después de la administracién de PMCol. B, no se observaron diferencias significativas
en el cambio de masa corporal, en comparacion con ratones tratados diariamente con PMCol o vehiculo a lo largo de
10 dias. C, no se observaron grandes cambios en los érganos ni en ratones tratados con PMCol ni en ratones control,
como se ejemplifica por los datos en el peso del higado, que no vari significativamente en ratones que recibieron
PMCol diariamente a lo largo de 10 dias.

Descripcion detallada de la invencion
I. En general

Se debe apreciar que, como se usa en esta memoria y en las reivindicaciones anexas, las formas en singular “un”,
“uno/a” y “el” incluyen referencias en plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Asi, por ejemplo,
la referencia a “una célula” incluye una pluralidad de esas células y de células equivalentes a ellas, conocidas por
los expertos en la técnica, y asi sucesivamente. Asimismo, el término “un” (o “uno/a”), “uno/a o més” y “al menos
uno/a” se pueden usar de forma intercambiable en esta memoria. También se debe apreciar que los términos “que

LLINT3

comprende”, “que incluye” y “que tiene” se pueden usar de forma intercambiable.

A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria tienen
los mismos significados que los entendidos comtinmente por cualquier experto en la técnica a la que pertenece esta
invencién. Aunque cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en esta memoria se pueden
usar en la prictica o en el ensayo de la presente invencidn, los procedimientos y materiales preferidos se describen
ahora.

Las abreviaturas usadas en esta memoria incluyen; RA, receptor de andrégenos; «CEHC, a-carboxietilhidroxicro-
mano; CSS, suero tratado con carbén activado; DMEM, medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium); BSF, suero bovino fetal; MMTV/LTR, repeticiones terminales largas del virus del tumor mamario de
ratén; PBS, solucién salina tamponada con fosfato; PMC, 2,2,5,7,8-pentametilcromano; PMCol, 2,2,5,7,8-pentametil-
6-cromanol; PSA, antigeno especifico de prostata; R1881, metiltrienolona.

II. La invencion

La presente invencion proporciona usos médicos de 2,2,5,7,8-pentametil-6-cromanol (PMCol). Debido a la estruc-
tura quimica del PMCoL, éste presenta una solubilidad significativa en agua. Estos compuestos son particularmente
deseables como anti-andrégenos mejorados, debido a que no atravesardn facilmente la barrera hemato-encefélica en
cantidades suficientemente significativas para provocar cambios en los pardmetros fisiolégicos, afectados por los re-
ceptores de andrégenos de los tejidos del cerebro que residen detrds de la barrera hemato-enceféilica. De acuerdo con
esto, los presentes efectos terapéuticos se alcanzan por antagonismo con los receptores de andrégenos, en sustan-
cialmente, sélo los tejidos y 6rganos periféricos, contrastando con los antagonistas de los receptores de andrégenos
anteriores. Ademads, el compuesto anti-andrégeno usado segiin la invencién es un antagonista puro y no presenta si-
quiera una actividad agonista parcial, como se analiz6 en, por ejemplo, las células de carcinoma de préstata humano
LNCaP.

La presente invencidn proporciona el uso de un compuesto que tiene férmula:

CHjy
CHgy
H3C o

CHay ()
HO

CHy

o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, para la fabricacién de un medicamento para retrasar la
progresion del cdncer de prdstata en un paciente que sufre de cdncer de prostata, o para prevenir la ocurrencia o
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recurrencia del cancer de préstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo, asi como su uso para la fabricacién de
un alimento funcional para retrasar la progresion del cdncer de prdstata en un paciente que sufre de cancer de prdstata,
0 para prevenir la ocurrencia o recurrencia del cancer de prdstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo.

La invencion proporciona, ademads, una composicion de alimento funcional para retrasar la progresién del cancer
de préstata en un paciente que sufre de cincer de prostata, o para prevenir la ocurrencia o recurrencia del cancer de
préstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo, que comprende un articulo alimenticio o parte de un articulo
alimenticio y un compuesto de férmula (I), o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, y un portador
aceptable.

Se proporcionan también composiciones para alimentos funcionales, en las que la composicién comprende adi-
cionalmente un agente para potenciar el sistema inmune, un agente anti-inflamatorio, un agente anti-oxidante, o una
mezcla de los mismos.

Como se usa en esta memoria, los recetores para las moléculas de sefializacién extracelular se denominan “recep-
tores” colectivamente. Muchos receptores son proteinas transmembrana expresadas en una superficie celular, en la que
contactan o se unen a una molécula de sefializacidn extracelular (esto es, un ligando). De esta forma, los receptores
inician una cascada de sefiales intracelulares que altera el comportamiento de la célula. Contrastando con esto, en al-
gunos casos, los receptores estdn localizados en el interior de la célula y el ligando de sefializacién debe entrar primero
en la célula, mediante transporte pasivo o activo, para activar al receptor.

Las hormonas esteroides son un ejemplo de moléculas pequefias que difunden directamente a través de la mem-
brana plasmatica de las células diana y se unen a receptores intracelulares. Estos receptores estin estructuralmente
relacionados y constituyen la superfamilia de receptores intracelulares (o superfamilia de receptores de hormonas es-
teroides). Los receptores de hormonas esteroides incluyen los receptores de progesterona, los receptores de estrogenos,
los receptores de glucocorticoides y los receptores de mineralocorticoides.

Los ensayos para medir la actividad anti-andrégena de los compuestos derivados de cromano, como se describen
en esta memoria, son muy conocidos por cualquier experto en la técnica. Por ejemplo, la actividad antagonista del
receptor de andrégenos se puede determinar monitorizando la capacidad de un compuesto anti-andrégeno candidato
para inhibir el crecimiento de un tejido dependiente de andrégenos, proporciondndose un ejemplo de este tipo de
ensayo en la seccién de Ejemplos siguiente.

Como se define en esta memoria, el término “que entra en contacto” significa que el compuesto anti-andrégeno
usado en la presente invencion se introduce en el interior de una muestra que contiene al receptor, en un tubo de ensayo,
un matraz, un cultivo de tejidos, un chip, una serie, una placa, una microplaca, un capilar, o similar, y se incuba
a una temperatura y durante un tiempo suficientes para permitir la unién del compuesto antiandrégeno al receptor.
Los procedimientos para que las muestras entren en contacto con el compuesto anti-andrégeno u otro componente
especifico de la unién son conocidos por los expertos en la técnica y se podrian seleccionar dependiendo del tipo de
protocolo de ensayo que se vaya a realizar. Los procedimientos de incubacién son también estandar y son conocidos
por los expertos en la técnica.

En otra forma de realizacion, el término “que entra en contacto” significa que el compuesto anti-andrégeno usado
en la presente invencién se introduce en un paciente que recibe tratamiento y se permite que el compuesto entre en
contacto con el receptor de andrégenos in vivo.

Como se usa en esta memoria, el término “que se trata” incluye un tratamiento de prevencion asi como un trata-
miento para la remisidn del trastorno. Como se usa en esta memoria, los términos “que reduce”, “que suprime” y “que
inhibe” tienen el significado entendido cominmente de disminucién o decrecimiento. Como se usa en esta memoria,
el término “progresién” significa que aumenta su alcance o gravedad, avance, crecimiento o se hace peor. Como se

usa en esta memoria, el término “recurrencia” significa la vuelta de una enfermedad después de su remision.

Como se usa en esta memoria, el término “que se administra” se refiere a poner en contacto a un paciente, tejido,
organo o células con un compuesto anti-andrégeno segtin la Férmula I. Como se usa en esta memoria, la administracién
se puede llevar a cabo in vitro, esto es, en un tubo de ensayo, o in vivo, esto es, en células o tejidos de organismos
vivos, por ejemplo, seres humanos. Un “paciente” o “individuo”, usados de forma equivalente en esta memoria, se
refiere a un mamifero, preferentemente un ser humano, que: (1) tiene cancer de prostata que se puede tratar mediante
la administracién de un compuesto anti-andrégeno segiin la Férmula I; o (2) es susceptible al cdncer de prdstata, que
se puede prevenir mediante la administracién de un compuesto anti-andrégeno segin la Férmula 1.

En esta memoria se revelan composiciones que comprende el compuesto I como el tnico ingrediente activo para
el tratamiento del cadncer de préstata, para el retraso de la progresion del cdncer de prostata, para la prevencion del
inicio del cdncer de préstata y para la prevencion y/o tratamiento de la recurrencia del cancer de prostata, que podria
comprender adicionalmente uno o més agentes terapéuticos segin la reivindicacion 4.

Como se usa en esta memoria, el término “composicién farmacéutica” significa una cantidad terapéuticamente
efectiva del compuesto anti-andrégeno junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes y adyuvantes,
denominados colectivamente “portadores farmacéuticamente aceptables”. Como se usa en esta memoria, los términos
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“cantidad efectiva” y “cantidad terapéuticamente efectiva” se refieren a la cantidad de agente terapéutico activo que es
suficiente para generar una respuesta terapéutica deseada sin efectos secundarios adversos indebidos, tales como toxi-
cidad, irritacién o respuesta alérgica. La “cantidad efectiva” especifica variard, obviamente, con factores tales como la
afeccidn particular que se estd tratando, la condicion fisica del paciente, el tipo de animal que se estd tratando, la dura-
cion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si hay alguna) y las formulaciones especificas utilizadas y
la estructura de los compuestos o sus derivados. En este caso, una cantidad se podria considerar terapéuticamente efec-
tiva si resulta en uno o mds de los efectos siguientes: (a) la prevencién de un trastorno mediado por andrégenos (por
ejemplo, cancer de prostata); y (b) la reversion o estabilizacion de un trastorno mediado por andrégenos (por ejemplo,
céncer de prostata). Las cantidades efectivas 6ptimas pueden ser determinadas facilmente por cualquier experto en la
técnica utilizando experimentacién de rutina.

Las composiciones farmacéuticas son formulaciones liquidas o liofilizados o secadas de otra forma e incluyen di-
luyentes que contienen distintos tampones (por ejemplo, Tris-HCl, acetato, fosfato), pH y fuerza iénica, aditivos tales
como alblimina o gelatina para evitar la absorcién a superficies, detergentes (por ejemplo, Tween® 20, Tween® 80,
Pluronic® F68, sales de 4cidos biliares), agentes solubilizantes (por ejemplo, glicerol, polietilenglicol), anti-oxidantes
(por ejemplo, 4cido ascérbico, metabisulfito sédico), conservantes (por ejemplo, Timerosal, alcohol bencilico, para-
benos), sustancias no digeribles o modificadores de la tonicidad (por ejemplo, lactosa, manitol), unién covalente de
polimeros tales como polietilenglicol a las proteinas, acomplejamiento con iones metalicos, o incorporacién del mate-
rial en o sobre preparaciones en particulas de compuestos poliméricos tales como dcido polil4ctico, dcido poliglicélico,
hidrogeles, etc., o sobre liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o multilamelares, fantasmas eri-
trocitarios o esferoplastos. Estas composiciones influirdn en el estado fisico, la solubilidad, la estabilidad, la velocidad
de liberacién in vivo, y la velocidad de eliminacién in vivo. Las composiciones de liberacién controlada o sostenida
incluyen formulaciones en depdsitos lipéfilos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites).

Las composiciones podrian incorporan revestimientos protectores de formas en particulas, inhibidores de proteasas
o potenciadores de la permeabilidad para distintas vias de administracién que incluyen, parenteral, pulmonar, nasal y
oral. La composicién farmacéutica se podria administrar de forma parenteral, paracancerosa, transmucosa, transdérmi-
ca, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutdnea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal e intratumoral.

Ademis, como se usa en esta memoria, el término “portadores farmacéuticamente aceptables” es muy conocido
para los expertos en la técnica e incluye, pero no se limita a, 0,01-0,1 M y, preferentemente, 0,05 M de tampén fosfato
0 0,9% de solucién salina. Adicionalmente, tales portadores farmacéuticamente aceptables podrian ser disoluciones
acuosas 0 no acuosas, suspensiones y emulsiones. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, po-
lietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres orgdnicos inyectables tales como oleato de etilo.
Los portadores acuosos incluyen agua, disoluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen
solucién salina o medio tamponado.

Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, solucién de Ringer con dextrosa, dextrosa y clo-
ruro sodico, solucién de Ringer lactado y aceites fijados. Los vehiculos intravenosos incluyen reconstituyentes de
fluidos y nutrientes, reconstituyentes de electrolitos tales como los que se basan en solucién de Ringer con dextrosa,
y similares. También podrian estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, anti-microbianos,
anti-oxidantes, agentes de agregacion, gases inertes y similares.

Las composiciones de liberacién controlada o sostenida, que se pueden administrar segtin la invencién, incluyen
las formulaciones en depdsitos lip6filos (por ejemplo, dcidos grasos, ceras, aceites). También estdn abarcados por la
invencién las composiciones en particulas revestidas con polimeros (por ejemplo, poloxdmeros o poloxaminas) y el
compuesto acoplado a anticuerpos dirigidos frente a receptores especificos de tejido, ligandos o antigenos o acoplados
a ligandos de receptores especificos de tejidos.

Las composiciones administradas podrian incorporar formas en particulas, revestimientos protectores, inhibidores
de proteasas o potenciadores de la permeabilidad para distintas vias de administracién, que incluyen la parenteral,
pulmonar, nasal u oral.

La composicién farmacéutica se puede administrar en un sistema de liberacién controlada. Por ejemplo, el agente
se podria administrar usando infusién intravenosa, una bomba osmoética implantable, un parche transdérmico, lipo-
somas u otras formas de administracién. Se podria usar una bomba (véanse Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref.
Biomed. Eng. 14: 201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980); Saudek er al., N. Engl. J. Med. 321: 574
(1989). Alternativamente, se pueden usar materiales poliméricos. Un sistema de liberacién controlada se puede co-
locar préximo a la diana terapéutica, esto es, la prostata, requiriéndose de esta forma sélo una fraccién de la dosis
sistémica (véanse, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138
(1984). Otros sistemas de liberacién controlada se discuten en la revision de Langer (Science 249: 1527-1533 (1990).

La preparacion farmacéutica puede comprender un compuesto I solo, o puede incluir adicionalmente un portador
farmacéuticamente aceptable, y puede estar en formas sélidas o liquidas, tales como comprimidos, polvos, cdpsulas,
pastillas, disoluciones, suspensiones, elixires, emulsiones, geles, cremas o supositorios, que incluyen supositorios
rectales y uretrales. Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen gomas, almidones, aziicares, materiales
celulésicos y mezclas de los mismos. La preparacion farmacéutica que contiene un compuesto anti-andrégeno se puede
administrar a un paciente mediante, por ejemplo, implantacidn subcutdnea de una pastilla. En una forma de realizacién
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adicional, la pastilla proporciona la liberacidn controlada del compuesto anti-andrégeno a lo largo de un periodo de
tiempo. La preparacién se puede administrar, también, mediante inyeccion intravenosa, intraarterial o intramuscular
de una preparacién liquida, mediante administracién oral de una preparacion liquida o sélida, o mediante aplicacién
tépica. La administracién se puede llevar a cabo también mediante el uso de un supositorio rectal o de un supositorio
uretral.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden administrar por la invencién se pueden preparar mediante procedi-
mientos conocidos de disolucién, mezclado, granulacién o formacién de comprimidos. Para la administracién oral, los
compuestos anti-andrégenos o sus derivados tolerados fisiologicamente, tales como sales, ésteres, N-0xidos y simila-
res, se mezclan con aditivos habituales para este prop6sito, tales como vehiculos, estabilizadores, o diluyentes inertes,
y se convierten, por los procedimientos habituales, en formas de administracién adecuadas, tales como comprimidos,
comprimidos recubiertos, cipsulas de gelatina duras o blandas, disoluciones acuosas, alcohdlicas o aceitosas. Los
ejemplos de vehiculos inertes adecuados son las bases para comprimidos convencionales, tales como lactosa, sacarosa
o almid6n de maiz, en combinacién con aglutinantes tales como acacia, almidén de maiz, gelatina, con agentes de
desintegracion tales como almidén de maiz, almidén de patata, dcido alginico, o con un lubricante tal como 4cido
estedrico o estearato de magnesio.

Son ejemplos de vehiculos o disolventes aceitosos adecuados los aceites vegetales o animales, tales como acei-
te de girasol o aceite de higado de pescado. Las preparaciones se pueden efectuar como granulos, tanto secos como
himedos. Para la administracion parenteral (inyeccidn subcutanea, intravenosa, intraarterial o intramuscular), los com-
puestos anti-andrégenos o sus derivados tolerados fisioldgicamente, tales como sales, ésteres, N-6xidos, y similares,
se convierten en una disolucién, suspensién o expulsion, si se desea con sustancias habituales y adecuadas para es-
te propdsito, por ejemplo, solubilizadores u otros auxiliares. Son ejemplos los liquidos estériles tales como agua y
aceites, con o sin la adicion de un tensioactivo y otros adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Los aceites ilustra-
tivos son aquellos procedentes de petréleo o de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete,
aceite de soja o aceite mineral. En general, los portadores liquidos preferidos, en particular para disoluciones inyec-
tables, son agua, solucion salina, dextrosa acuosa y otras disoluciones de azicar relacionadas, y glicoles tales como
propilenglicoles o polietilenglicoles.

Se conoce bien en la técnica la preparacion de composiciones farmacéuticas que contienen un componente activo.
Tales composiciones se podrian preparar como aerosoles liberados a la nasofaringe o como inyectables, bien como
disoluciones liquidas o bien como suspensiones; sin embargo, también se pueden preparar formas sélidas adecuadas
para la disolucién en, o suspension en, un liquido, antes de la inyeccién. La preparaciéon también se puede emulsionar.
El ingrediente terapéutico activo se mezcla, frecuentemente, con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y
compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucioén salina, dextrosa,
glicerol o etanol, o cualquier combinacién de ellos.

Ademads, la composicién puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares, tales como agentes hu-
mectantes o emulsionantes, agentes de tamponamiento de pH, que aumentan la eficiencia del ingrediente activo.

Un compuesto activo se puede formular en la composicién como una forma de sal farmacéuticamente aceptable
neutralizada. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de 4cido, que estdn formadas con
dcidos inorgénicos tales como, por ejemplo, los dcidos clorhidrico o fosférico, o dcidos orgdnicos tales como acético,
oxdlico, tartarico y mandélico. Las sales formadas a partir de grupos carboxilo libres también se pueden derivar a partir
de bases inorgénicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro, y bases orgédnicas
tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina y procaina.

Para la administracién topica a las superficies corporales usando, por ejemplo, cremas, geles y gotas, el compuesto
de férmula I se prepara y se aplica como disoluciones, suspensiones o emulsiones en un diluyente fisiolégicamente
aceptable con o sin un portador farmacéutico.

El compuesto activo se puede administrar en una vesicula, en particular un liposoma (véanse Langer, Science 249:
1527-1533 (1990), Treat et al., en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and
Fidler (eds), Liss, N.Y., pp. 353-365 (1989); Lopez-Berestein ibid., pp. 317-327; véase ibidem de forma general).

Para su uso en medicina, las sales del compuesto anti-andrégeno son sales farmacéuticamente aceptables.

Ademds, el compuesto I se podria proporcionar en forma de composiciones de alimentos funcionales, en las que
el compuesto previene el inicio de, o reduce, o estabiliza, el cancer de préstata. El término “alimento funcional”
o “composicién de alimento funcional”, para los propdsitos de esta memoria descriptiva, se refiere a un articulo
alimenticio, o a una parte de un articulo alimenticio, que ofrece beneficios médicos para la salud, que incluyen la
prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad. Una composicién de alimento funcional segtin la presente invencién
podria contener s6lo el compuesto de férmula I, como el ingrediente activo o, alternativamente, podria comprenden
adicionalmente, en mezcla con el mencionado compuesto I, suplementos de la dieta que incluyen vitaminas, co-
enzimas, minerales, hierbas y aminoécidos, que suplementan la dieta al incrementar la ingestion total de esa sustancia.

Por lo tanto, la presente invencidn proporciona alimentos funcionales para proporcionar beneficios a un paciente
que comprenden un compuesto que tiene Férmula I o una sal del mismo farmacéuticamente aceptable. Estas compo-

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314451 T3

siciones incluyen, generalmente, un “portador aceptable para un alimento funcional” que, como se hace referencia en
esta memoria, es cualquier portador adecuado para la administracién oral, que incluye a los portadores farmacéutica-
mente aceptables mencionados anteriormente. En determinadas formas de realizacion, las composiciones de alimento
funcional segiin la invencién comprenden suplementos de la dieta que, definidos en base a su funcién, incluyen agentes
para potenciar el sistema inmune, agentes anti-inflamatorios, agentes antioxidantes, o mezclas de los mismos.

Los antioxidantes incluyen el aminodcido natural que contiene azufre, alicina, que actia incrementando el nivel
de enzimas anti-oxidantes en la sangre. Las hierbas y los extractos de hierbas, tales como el ajo, que contienen alicina
son también antioxidantes efectivos. Las catequinas y los extractos de hierbas, tales como el té verde, que contie-
nen catequinas, son también antioxidantes efectivos. Los extractos del género Astragalus también muestran actividad
antioxidante. Los bioflavonoides, tales como quercetina, hesperidina, rutina, y mezclas de los mismos, son también
antioxidantes efectivos. El papel beneficioso primario de los bioflavonoides podria ser proteger a la vitamina C de su
oxidacioén en el cuerpo. Esto hace que més vitamina C, o dcido ascérbico, este disponible en el cuerpo para su uso.

Los bioflavonoides, tales como quercetina, son también agentes anti-inflamatorios efectivos, y se podrian usar
como tales en las composiciones inventivas. Los suplementos de hierbas anti-inflamatorios y los compuestos anti-
inflamatorios derivados de plantas o hierbas, se podrian usar como agentes anti-inflamatorios en la composicién in-
ventiva. Estos incluyen, bromolaina, una enzima proteolitica encontrada en la pifia; los tés y los extractos de ortiga
mayor; la circuma, los extractos de circuma, o la curcumina, un pigmento amarillo aislado de la circuma.

Otros suplemento que se podrian usar en la presente invencidn es el jengibre, derivado de hierbas del género
Zingiber. Se ha encontrado que éste posee actividad cardioténica, debido a compuestos tales como el gingerol y el
compuesto relacionado sogaol, asi como proporciona beneficios en el tratamiento del vértigo y de trastornos vestibu-
lares. El jengibre es efectivo también en el tratamiento de las nduseas y otros trastornos del estémago.

Los suplementos que ayudan a reconstruir las estructuras de los tejidos blandos, particularmente en la recons-
truccién de cartilago, son titiles en composiciones para el tratamiento del dolor de la artritis y otros trastornos de las
articulaciones. La glucosamina, el sulfato de glucosamina, la condroitina y el sulfato de condroitina son particular-
mente Utiles para este propdsito. La condroitina se podria derivar de distintas fuentes, tales como el cartilago de la
cornamenta de alce (Elk Velvet Antler). También se conoce que los complejos de lipidos marinos, los complejos de
dcidos grasos omega 3, y el aceite de pescado son ttiles en el tratamiento del dolor asociado con artritis.

Los suplementos titiles para el tratamiento de los dolores de cabeza de tipo migrafia incluyen la atanasia y el Gingko
biloba. El ingrediente activo principal en la atanasia es la lactona sesquiterpénica partenolida, que inhibe la secrecién
de prostaglandinas que, a su vez, causan dolor mediante su actividad vaso espdstica en los vasos sanguineos. La
atanasia presenta también propiedades anti-inflamatorias. El aceite de pescado, debido a sus acciones, estabilizadora
de plaquetas y anti-vaso espdstica, también podria ser util en el tratamiento de dolores de cabeza de tipo migrafia.
La hierba Gingko biloba ayuda en el tratamiento de las migrafias al estabilizar las arterias y mejorar la circulacién
sanguinea.

Aunque algunos de los suplementos enumerados anteriormente, se han descrito por sus efectos farmacolégicos,
también se podrian utilizar otros suplementos en la presente invencién y sus efectos estdn bien documentados en la
bibliografia cientifica.

Los siguientes Ejemplos se ofrecen como forma de ilustracion.
III. Ejemplos
Ejemplo I

Actividad antagonista de andrégenos del resto antioxidante de la vitamina E, 2,2,5,7,8-pentametil-6-cromanol, en
células de carcinoma de prostata humano

A. Resumen

Los presentes inventores han mostrado que el resto antioxidante de la vitamina E, 2,2,5,7,8-pentametil-6-cromanol
(PMCol), tiene actividad anti-andrégeno en células de carcinoma de préstata. En presencia de PMCol, la curva de
crecimiento bifdsico, estimulado por andrégenos, de las células del carcinoma de préstata humano LNCaP se desplaza
hacia la derecha. El cambio en el crecimiento inducido por PMCol fue similar al producido por tratamiento con el anti-
andrégeno puro bicalutamida (esto es, Casodex), 1o que indica la actividad antagonista del receptor de andrégenos.
La concentracién de PMCol usada fue inferior a la concentracién requerida para afectar al crecimiento o viabilidad
en ausencia de andrégeno. Usando un ensayo de competicion de la unién al receptor de andrégenos, se encontré que
PMCol era un potente anti-andrégeno, tanto en células LNCaP como LAPC4, con una ICs, de aproximadamente 10
uM frente a 1 nM de R1881 (un andrégeno sintético estable). La liberacion de antigenos especificos de préstata a
partir de las células LNCaP, producida por exposicién a andrégenos con 0,05 o con 1,0 nM de R1881, se inhibi6 un
100% y un 80%, respectivamente, por 30 uM PMCol. También, PMCol inhibié la activacién del promotor inducida
por andrégenos, tanto en células LNCaP como LAPC4. Sin embargo, PMCol no afect6 a los niveles de proteina
del receptor de andrégenos, lo que sugiere que los efectos inhibidores de PMCol sobre las rutas androgénicas no se
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debian a una expresién disminuida del receptor de andrégenos. Por lo tanto, la modulacién del crecimiento por el resto
antioxidante de la vitamina E en células de carcinoma de prdstata sensibles a andrégenos, se debe, al menos en parte,
a su potente actividad anti-androgénica.

B. Antecedentes

La actividad de los androgenos es especifica de tejido y mediada a través del receptor de andrégenos (RA). La
disrupcion de los andrégenos y de la actividad RA altera la regulacién de los tejidos sensibles a andrégenos, tal como
la glandula prostatica (1). En la préstata, los andrégenos tienen un papel central en el desarrollo y en la funcién
glandular normal (2). Sin embargo, los andrégenos son también necesarios para el desarrollo del cdncer de préstata.
El papel de los andrégenos en el desarrollo del cancer de prdstata se enfatiza por la observacién de que los eunucos
y los hombres que tienen una mutacién en la Sa-reductasa de tipo II, una enzima que convierte la testosterona a la
forma dihidrotestosterona mds potente, no desarrollan cincer de prdstata (3). La incidencia del cdncer de prostata ha
continuado en aumento durante las ultimas dos décadas, afectando actualmente a alrededor de 200.000 hombres cada
afio en Estados Unidos (4). Los agentes que permiten las acciones necesarias de los andrégenos para la funcién normal
de los tejidos, a la vez que reducen el papel de los andrégenos en la patogénesis de los tejidos sensibles a andrégenos,
podrian servir como un medio til para reducir el desarrollo del cdncer de prdstata. Recientemente, se han descrito
varios agentes para prevenir el desarrollo del cancer de prdstata, tales como selenio, licopeno y vitamina E (5).

Debido a la naturaleza bioquimica de estos agentes, se piensa que actdan, principalmente, mediante rutas relacio-
nadas con antioxidantes. Sin embargo, el alcance de su actividad bioldgica no se ha investigado exhaustivamente.

La vitamina E es una familia de factores de la dieta que se presentan de forma natural, que se identificaron origi-
nalmente como factores necesarios para la reproduccién (6). La forma mds potente de vitamina E, a-tocoferol, tiene
dos componentes principales; una cadena de fitilo de dieciséis carbonos y un resto cromanol con cuatro sustituciones
de grupo metilo (7). Biolégicamente, se piensa que el a-tocoferol actia principalmente como un antioxidante, redu-
ciendo el dafio oxidativo de los lipidos. El resto cromanol del a-tocoferol es responsable de su actividad antioxidante,
mientras que la cadena fitilo aumenta la lipofilia del a-tocoferol y contribuye a su distribucién tisular y subcelular (8).
Los estudios en cultivos celulares que usan a-tocoferol son dificiles de realizar debido a su limitada solubilidad en
agua. Sin embargo, el resto antioxidante cromanol del a-tocoferol, PMCol, que no posee una cadena fitilo, es suficien-
temente soluble en agua como para permitir la realizacién de estudios en cultivos celulares. El a-tocoferol y el PMCol
se muestran en la Figura 1 junto con PMC.

La mayorifa de las lineas celulares de carcinoma de préstata humano son independientes de andrégenos. La li-
nea celular de carcinoma de préstata humano LNCaP es una de las pocas lineas celulares que muestran respuestas
demostrables a la exposicién a andrégenos (9). Interesantemente, las células LNCaP producen una respuesta de cre-
cimiento bifdsico a la exposicién a andrégenos, produciéndose la estimulacion del crecimiento a dosis inferiores y
produciéndose la inhibicién del crecimiento en ausencia de andrégenos o en presencia de altos niveles de andrégenos
(9, 10). Ademas, se inducen distintas respuestas sensibles a androgenos en células LNCaP. Por ejemplo, las células
LNCaP producen un incremento dependiente de la dosis en la expresién de PSA tras la exposicién a andrégenos (11,
12). También, los promotores sensibles a andrégenos, tales como el promotor MMTYV, se activan por andrégenos en
células LNCaP (13). La exquisita sensibilidad de las células LNCaP a la estimulacién androgénica se podria deber a
una mutacién en el dominio de unién del ligando del receptor de andrégenos (14). Hasta la fecha, la linea celular de
prostata LNCaP ha sido la linea celular de préstata caracterizada mds exhaustivamente para examinar lo efectos de
los andrégenos. Mds recientemente, la linea celular LAPC4 se ha presentado como otra linea celular de carcinoma de
prostata humano sensible a andrégenos, que expresa un RA normal (15). Sin embargo, la respuesta de células LAPC4
a andrégenos no es tan pronunciada como la observada en células LNCaP. Colectivamente, las lineas celulares de
carcinoma de préstata humano LNCaP y LAPC4 proporcionan modelos valiosos para investigar las rutas celulares
reguladas por andrégenos.

Los estudios previos se han enfocado, principalmente, en la inhibicién del crecimiento de las células de prostata
por el tratamiento con vitamina E, que podria ocurrir mediante efectos en los reguladores del ciclo celular (16, 17,
18). Las respuestas apoptéticas inducidas por tratamiento con vitamina E se han observado también en células LNCaP
(19, 20). Interesantemente, las respuestas apoptdticas inducidas por vitamina E aumentaron por co-administracion de
andrégenos (19). Zhang et al. (21) describieron que el succinato de vitamina E reduce el nivel de RA en células LNCaP,
resultando en la inhibicién de respuestas mediadas por andrégenos. Sin embargo, las acciones directas de la vitamina
E y compuestos relacionados sobre la actividad del receptor de andrégenos en células de prostata no se ha examinado
de forma exhaustiva. En el estudio descrito a continuacion, la actividad antagonista del receptor de andrégenos y la
modulacién de las rutas sensibles a andrégenos por el derivado de la vitamina E, PMCol, fueron investigadas por los
presentes inventores en células de carcinoma de préstata humano.

C. Materiales y métodos

Compuestos quimicos. PMCol y PMC se obtuvieron de Aldrich (Milwaukee, WI). Las estructuras quimicas del
a-tocoferol, PMCol y PMC se muestran en la Figura 1. La bicalutamida (Casodex) fue proporcionada amablemen-
te por AstraZeneca Pharmaceuticals (Wilmington, DE). R1881 y *H-R1881 (87 Ci/mmol) se obtuvieron de Perkin
Elmer/NEN Life Science Products (Boston, MA). El resto de los compuestos quimicos usados en estos estudios se
adquirieron en Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO).
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Cultivos celulares. Las células LNCaP se adquirieron en la American Type Culture Collection (Manassas, VA) y las
células LAPC4 fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Robert Reiter (University of California - Los Angeles)
y se mantuvo en DMEM que contenia 5% de suero de ternera fetal inactivado por calor (Sigma) con los antibidticos
estreptomicina-penicilina (denominado DMEM/FBS) en un incubador con un 5% de CO, a 37°C. Para experimentos
que evaldan las respuestas androgénicas, las células se cultivaron en DMEM sin rojo de fenol (Gibco/BRL, Calsbad,
CA) que contenia un 4% de suero de ternera fetal tratado con carbén activo y un 1% de suero de ternera fetal sin tratar
(denominado DMEM/CSS).

Ensayo de competicion de la unién del receptor de andrégenos. Se realizé un ensayo de competicion de la unién
del receptor de andrégenos como se describié previamente (22). Las células de carcinoma de préstata humano LNCaP
0 LAPC4 se sembraron en placas de cultivo de tejidos de 12-pocillo (Costar, Corning, NY) a 3,0 x 10° células por
pocillo en DMEM/CSS sin rojo de fenol, 3 dias antes del andlisis. Para los ensayos de competicion, se retir6 el
DMEMY/CSS por aspiracién y se reemplazo con 1 ml de DMEM sin rojo de fenol que contenia 1 nM de *H-R1881,
1 uM de triamcinolona acetonido y el competidor a las concentraciones especificadas, durante 2 horas a 37°C, en
un incubador con un 5% de CO,. Después de la incubacion, la disolucién del competidor se aspird y las células se
retiraron de la placa por tripsinizacién y se colocaron en tubos de poliestireno de 12x75 mm. Las células se lavaron
dos veces con 1 ml de DMEM sin rojo de fenol y se pusieron en 8,0 ml de la mezcla de centelleo ScintiVerse II (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) para la determinacién de la radiactividad (esto es, dpm), usando un sistema de centelleo
liquido Beckman LS 6000TA (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA).

Andlisis de la viabilidad y del crecimiento celular. Cinco mil células LNCaP y LAPC4 se sembraron en cada uno
de los pocillos de placas de 96 pocillos (Costar) en 100 ul de DMEM/CSS. De 2 a 3 dias después de la siembra,
las células se trataron por la adicién de 100 ul de DMEM/CSS que contenia 2 x la concentracién del tratamiento
especificado, a cada pocillo. Cuatro dias después del tratamiento, se estimé el ntimero relativo de células mediante la
determinacion de la concentraciéon de ADN de cada pocillo usando un ensayo Hoechst, basado en la fluorescencia del
ADN, como se describi6 previamente (23). El anélisis de crecimiento con células DU145 se realiz6 de forma similar
a los llevados a cabo con células LNCaP y LAPC4, excepto que las células DU145 se sembraron inicialmente a 500
células por pocillo. La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de exclusiéon de azul tripdn y se cuantificd
mediante andlisis por microscopia éptica, usando un hemocitémetro.

Determinacién de los niveles de PSA secretados. Las células LNCaP se cultivaron en placas de 96 pocillos (Costar)
a 5.000 células por pocilloen DMEM/CSS, un dia antes del tratamiento. Cuarenta y ocho horas después del tratamien-
to, se determinaron los niveles de PSA en el medio de cultivo celular usando un kit Tandem-MP PSA (Beckman
Coulter, Inc.) segtin las instrucciones del fabricante. Los niveles de PSA se normalizaron respecto a los niveles de
ADN, determinados usando el ensayo Hoechst basado en la fluorescencia del ADN (23).

Andlisis del ensayo de un promotor indicador estimulado por andrégenos. Las lineas celulares de carcinoma de
prostata LNCaP y LAPC4 se cultivaron en placas de cultivo celular de 12 pocillos (Costar) en DMEM/CSS, de 2
a 3 dias antes de la transfeccion. La activacién transcripcional inducida por andrégenos se determiné usando una
construccién indicadora, con un promotor MMTV que regula la expresion de luciferasa (24). Las células LNCaP y
LAPCA4 se transfectaron con el plasmido MMT V/luciferasa usando el reactivo de transfeccion Effectene (Qiagen Inc.,
Valencia, CA), segtn las instrucciones del fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccidn, las células se
trataron con R1881, con o sin reactivos bajo andlisis, a las concentraciones especificadas. Los extractos celulares se
adquirieron 24 a 48 horas después del tratamiento mediante la retirada del medio, el lavado con 1 x PBS y la obtencién
del extracto con 200 ul de 1 x tampén de lisis del indicador (Promega, Madison, WI). La actividad luciferasa se
determind como se describid previamente (24).

Anilisis por Inmunoblot de los niveles de proteina RA. Las células LNCaP se sembraron a una densidad de 1
x 109 células por placa de cultivo celular de 100 mm, en 10 ml de DMEM/FBS y se mantuvieron en incubadores
a 37°C en 5% de CO,. Después de 5 dias de tratamiento con vehiculo, 30 uM PMC, 30 uM PMCol o 1,0 uM de
bicalutamida, las células se lavaron con 1 x PBS frio y se lisaron en un tampén que contenia 1,0% de Nonidet P-40,
0,5% de deoxicolato sédico, 0,1% de dodecil sulfato sédico, 0,1 mg/ml de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1 mM de
ortovanadato sédico y 10 ug/ml de aprotinina, en 1 x PBS. La proteina total (10 ug) de los extractos celulares se sometio
a electroforesis sobre geles del 7,5% de SDS-poliacrilamida y se transfiri6 a membranas Immobilon-P (Millipore
Corp., Bedford, MA) usando el sistema de transferencia himedo GENIE (Idea Scientific, Minneapolis, MN). Las
membranas se bloquearon en solucién salina tamponada con Tris que contenia un 5% de leche desnatada en polvo vy,
posteriormente, se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-RA (441) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) y un anticuerpo de ratén anti-actina (A5441; Sigma). Posteriormente, las membranas se incubaron con
un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulinas de ratén conjugado con peroxidasa de radbano (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ) y se analizaron usando el reactivo Enhanced Chemiluminescence Plus (Amersham Pharmacia
Biotech). Los autorradiogramas se prepararon por exposicién de los blots a peliculas BioMax Light X-ray (Eastman
Kodak Co., Rochester, NY) y se revelaron usando un procesador CURIX 60 CP (Agfa, Ridgefield Park, NJ).

Andlisis estadistico. Las diferencias significativas en los valores entre grupos se determinaron usando una prueba
bilateral de la T de Student. Se usaron valores de P inferiores a 0,05 para indicar significacién estadistica.
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D. Resultados

PMCol inhibe la unién de andrégenos en células de cancer de prdstata. La competicién por RA se determiné usando
*H-R1881 en la linea celular LNCaP, sensible a andrégenos, que expresa un mutante de RA funcional (25), y en la linea
celular LAPC4, que expresa un RA humano normal (15). Se encontré que concentraciones crecientes del antagonista
de RA, bicalutamida, inhibian de forma progresiva la unién de R1881 (Figura 2A), con una ICs, estimada de 0,7 uM
en células LAPC4. Se encontré que PMCol era aproximadamente 10 veces menos potente que la bicalutamida, como
competidor de *H-R1881 en células LAPC4, con una ICs, estimada de 7,2 uM (Figura 2A). Los estudios repetidos
de competicién de PMCol por la unién de *H-R1881 mostraron valores ICs, en el intervalo de 5 a 15 uM (datos no
mostrados). Contrastando con esto, PMC, en el que estd ausente el hidroxilo en 6 de PMCol, tenia una actividad anti-
androgénica menor que PMCol (Figura 2A) y reducia significativamente la viabilidad celular a una concentracién de
100 uM, a las dos horas del tratamiento (datos no mostrados). En base a los resultados de competicién con R1881 en
células LAPC4 (Figura 2A), se usé una dosis de 30 uM PMC y PMCol en la mayoria de estos estudios, lo que permitié
una comparacion efectiva de la actividad anti-androgénica entre PMC y PMCol. En células LAPC4, el tratamiento con
30 uM PMCol producia una disminucién del 75% en la unién de *H-R1881 y el tratamiento con 1 uM de bicalutamida
producia una disminucién del 62% en la unién de *H-R1881 (Figura 2B).

Modulacién del crecimiento celular del carcinoma de préstata y de la viabilidad por PMCol. Los cambios en el
crecimiento de la linea celular de carcinoma de préstata DU145, independiente de andrégenos, y de las lineas celulares
de préstata LNCaP y LAPC4, sensibles a androgenos, se determinaron a concentraciones de PMCol en el intervalo
entre 10 y 100 uM (Figura 3A). Se requirieron concentraciones de 50 uM, 60 uM y 80 uM, o mas PMCol, para
reducir significativamente el crecimiento celular en las células LNCaP, LAPC4 y DU145, respectivamente (Figura
3A). Las células LNCaP producen una respuesta de crecimiento bifésico frente a la exposicién con andrégenos (9). La
modulacién del crecimiento celular de LNCaP por tratamiento con PMCol se examin6 a lo largo de 4 dias. PMCol no
tenia actividad moduladora del crecimiento en células LNCaP control tratadas con vehiculo, en medio deficiente en
andrégenos (esto es, PMCol no tenia actividad agonista RA) a concentraciones en el intervalo de 10 uM a 30 uM de
PMCol (Figura 3B). Sin embargo, el crecimiento celular de LNCaP disminuy6, a concentraciones iguales o superiores
a 40 uM PMCol (Figura 3B), y concentraciones de PMCol de 100 uM o superiores producian una muerte celular
significativa, a 48 y 96 h (Tabla I). La estimulacion del crecimiento de LNCaP por exposicién a 0,1 nM R1881 se
inhibi6 significativamente por tratamiento con concentraciones de 10 uM o més de PMCol (Figura 3B). Sin embargo,
se observé una estimulacién significativa en el crecimiento de LNCaP en presencia de una concentracién, normalmente
inhibidora del crecimiento, de 1,0 nM R1881, con tratamiento de 10 uM a 30 uM de PMCol (Figura 3B). La curva
de crecimiento estimulada por R1881 de células LNCaP se desplazé hacia la derecha en presencia de 30 uM PMCol,
de forma similar a la producida por tratamiento con 1 uM bicalutamida (Figura 4). Se observé un desplazamiento
hacia la derecha mas modesto, pero significativo, en la curva de crecimiento de LNCaP, inducida por andrégenos, por
tratamiento con 30 uM PMC (Figura 4).

TABLA 1

Cambios dependientes del tiempo y de la dosis en la viabilidad celular de LNCaP después del tratamiento con
PMCol

% de viabilidad celular® (DS)

[PMCol] (uM)
Tiempo (h) 0 25 50 75 100 250
48 92,3 90,0 88,0 80,0 71,0 11,0
(4,7) (2,8) (3,4) (12,5) (8,7)° (8,6)°
96 88,0 87,0 85,0 87,0 21,0 2,0
(2,5) (4,8) (4,6) (4,0) (3,3)° (1,8)°

2 Determinada por analisis de exclusion de azul tripan y cuantificado usando un
hemocitometro.
® Significativamente diferente en comparacion con 0 pM PMCol (P<0,05, n=4).

Inhibicién de la secrecién de PSA por PMCol en células LNCaP. La secrecién de PSA por células LNCaP se
estimula por exposicién a andrégenos, de una forma dependiente de la dosis (12). La produccién de PSA estimulada
por R1881 a partir de células LNCaP se midi6é después del tratamiento con PMCol durante 48 horas. La liberacién de
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PSA por las células LNCaP no se afect6 por el tratamiento con 30 uM de PMCol solo (Figura 5). Sin embargo, los
niveles de PSA se incrementaron 3,1 veces después de la exposicién a una dosis estimuladora del crecimiento de 0,05
nM R1881, que es inhibié completamente por el tratamiento con 30 uM PMCol (Figura 5). La exposicién de células
LNCaP a 1,0 nM R1881 produjo un incremento de los niveles de PSA de 12 veces en 48 horas, que disminuy? al 20%,
81% y 43% por tratamiento con 30 uM PMC, 30 uM PMCol o 1 uM de bicalutamida, respectivamente (Figura 5).

Inhibicién de la activacion transcripcional estimulada por andrégenos por PMCol. Se realizaron estudios sobre la
activacion transcripcional regulada por andrégenos en células LNCaP y LAPC4, transfectadas de forma transitoria con
un vector indicador que usa el promotor MMTV/LTR, sensible a andrégenos, para dirigir la expresion del gen indicador
luciferasa. En células LNCaP, el tratamiento sélo con PMCol no tenia efecto sobre la actividad del promotor MMTYV,
mientras que se incremento la expresion de luciferasa 54 veces después de la exposicioén a 1,0 nM R1881 durante 24
horas (Figura 6A). La expresién de luciferasa inducida por exposicién a 1,0 nM R1881 en células LNCaP, durante 24
horas, disminuy6 un 50% y un 70% por tratamiento con 25 uM y 50 uM PMCol, respectivamente (Figura 6A). De
forma similar, las células LAPC4 expuestas a 1,0 nM R1881 produjeron un incremento de 20 veces en la expresién
de luciferasa dirigida por MMTV/LTR, que se disminuy6 un 60% por tratamiento con 30 uM PMCol, después de 24
horas (Figura 6B). Tanto en células LNCaP como en células LAPC4, el tratamiento con 1 4M bicalutamida disminuy6
la expresion de luciferasa estimulado por 1,0 nM R1881 en un 50% aproximadamente (Figuras 6A y 6B).

Niveles de proteina del receptor de andrégenos en células LNCaP expuestas a PMCol. Estudios previos en células
LNCaP habian mostrado que los niveles de RA disminuian después del tratamiento con andlogos de la vitamina E, lo
que podria dar cuenta de la sensibilidad reducida de estas células a la exposicién con andrégenos (21). Sin embargo,
en el presente estudio, las células LNCaP tratadas con 30 uM PMC, 30 uM PMCol o 1 uM bicalutamida, durante 5
dias, no dio como resultado unos niveles de proteina RA alterados. (Figura 7).

E. Discusion

En el presente estudio, los inventores han examinado los efectos de un agente tradicionalmente considerado como
un antioxidante sobre células de carcinoma de prostata. Los estudios epidemioldgicos proporcionan la interesante
evidencia de que los factores de la dieta antioxidantes, tales como S-licopeno y vitamina E, podrian ayudar a prevenir
el desarrollo del cancer de préstata (5). Aunque estos agentes se han clasificado como antioxidantes, el mecanismo
por el que podrian contribuir a la prevencién del cancer de prdstata no se ha establecido firmemente. Se sabe que
los andrégenos tienen un papel esencial en el desarrollo del cdncer de préstata (3). La modulacién de la actividad
de los andrégenos podria proporcionar un medio para la prevencion del cancer de préstata (26). En esta memoria, los
inventores han determinado que el resto antioxidante de la vitamina E, PMCol, es un potente anti-andrégeno en células
de carcinoma de préstata humano sensibles a andrégenos.

La linea celular de carcinoma de prdstata humano LNCaP es una de las pocas lineas celulares de préstata que
muestran cambios fisioldgicos demostrables que resultan de la exposicién a andrégenos, tal como la modulacién de
su crecimiento (9). Por lo tanto, la linea celular LNCaP tiene un valor demostrado en la identificacién de agentes
que alteran el crecimiento celular estimulado por andrégenos. En el presente estudio, PMCol desplaza la curva de
crecimiento mediada por andrégenos en células LNCaP, de forma que se necesitaban concentraciones de andrégenos
mayores para producir la respuesta de crecimiento bifasico, observada normalmente en células LNCaP. El desplaza-
miento del crecimiento de células LNCaP por tratamiento con PMCol fue suficiente para producir una estimulacion del
crecimiento en presencia de 1,0 nM R1881, una concentracién de R1881 que normalmente inhibe la proliferacién de
células LNCaP (10). El desplazamiento en el patrén de crecimiento de células LNCaP observado por tratamiento con
PMCol fue similar al observado en células LNCaP después del tratamiento con el anti-andrégeno puro bicalutamida.
También, la ICs, de PMCol, observada en un andlisis de competicién de andrégenos, por la unién de R1881 en células
LNCaP, estd de acuerdo con el desplazamiento de la curva dosis-respuesta en el crecimiento mediado por andrégenos
de células LNCaP, después del tratamiento con PMCol. En conjunto, estos resultados sugieren que el desplazamiento
observado en el crecimiento de células LNCaP mediado por andrégenos fue debido a la actividad anti-androgénica de
PMCol.

Aunque se ha demostrado que la células LNCaP son ttiles para evaluar las rutas de respuesta a andrégenos, el
uso de células LNCaP para determinar la actividad anti-androgénica puede ser inexacto ya que las células LNCaP
expresan un RA mutante (25). El receptor RA en las células LNCaP que, aunque es funcional, se ha descrito que tiene
una afinidad de unién del ligando alterada (14) y se estimula por algunos agentes que son antagonistas para el receptor
RA de tipo salvaje (22). Por lo tanto, en este estudio, la competicién por la unién a RA de PMCol se determind
también en la linea celular de carcinoma de prdstata humano LAPC4, que expresa un RA de tipo salvaje (15). Se
encontrd que la competiciéon de PMCol por la unién de R1881 era similar en células LNCaP y LAPC4. Ademas, se
observé que el anti-andrégeno puro bicalutamida tenia una actividad competidora equivalente en células LNCaP y
LAPCA4. Por lo tanto, se encontré que el anti-andrégeno puro bicalutamida y PMCol poseian una actividad antagonista
de RA comparable en células LNCaP, que expresan un mutante de RA funcional, y en células LAPC4, que expresan
un RA normal.

El receptor RA funciona, principalmente, como un factor de transcripcién que se activa por unién de andrégenos
(1). En estos estudios, se usé el promotor MMTYV, que responde a andrégenos, para determinar la modulacién de la
actividad transcripcional estimulada por andrégenos. Tras la exposicioén a androgenos (esto es, R1881), la actividad del
promotor MMTYV se estimuld, tanto en células LNCaP como en células LAPC4. También, en ambas lineas celulares,
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la estimulacién por R1881 de la actividad MMTYV se inhibi6 significativamente por el tratamiento con PMCol. El
tratamiento con PMCol solo, no estimulaba la actividad de promotor MMTYV (esto es, no se observé que PMCol
tuviera una actividad agonista o agonista parcial). Los efectos de la exposicién a andrégenos sobre la activacién
transcripcional, se observaron adicionalmente por la inhibicién de la liberacién de PSA, estimulada por andrégenos,
después del tratamiento con PMCol en células LNCaP. Previamente, se habia descrito que el succinato de vitamina E
inhibia los efectos de los andrégenos en células LNCaP, mediante la regulacién negativa de los niveles del receptor
de andrégenos (21). Se ha mostrado que otros agentes, tales como la curcumina, disminuyen la expresiéon de RA en
células LNCaP (27). En el presente estudio, en células LNCaP tratadas con 30 uM PMCol durante 5 dias, los niveles
de proteina RA no se afectaban. Asi, se observé que PMCol era un potente inhibidor de la activacion transcripcional
de los promotores que responden a andrégenos, probablemente mediante el bloqueo directo de la activacién de RA
por andrégenos.

En el presente estudio, PMC, al que le falta el grupo hidroxilo fenélico presente en PMCol, fue menos potente que
PMCol como inhibidor de las respuestas androgénicas. Por lo tanto, el grupo hidroxilo fendlico del anillo cromanol
contribuye significativamente a la actividad androgénica de PMCol. Otras formas de vitamina E, tales como el -, y- y
o-tocoferol, difieren del a-tocoferol en el nimero y en la localizacién de sustituciones del grupo metilo sobre el anillo
cromanol (7). Los inventores pueden proponer que los restos antioxidantes de otras formas de vitamina E también
poseen actividad anti-androgénica, con potencias que varfan dependiendo de las sustituciones especificas del grupo
metilo presentes en el anillo cromanol.

Se han identificado distintos agentes de la dieta que tienen actividad anti-androgénica en células de carcinoma
de prostata. Sin embargo, el mecanismo de la actividad anti-androgénica observado para anti-androgenos de la dieta
podria variar. Por ejemplo, se ha descrito que la curcumina, un componente de la circuma, regula negativamente
los niveles de proteina del receptor de andrégenos en células LNCaP, atenuando de forma efectiva las respuestas
androgénicas (27). En contraste con esto, se ha descrito que el indol-3-carbinol, un componente de los vegetales
cruciferos, cuando se convierte a diindolilmetano, actia como un potente inhibidor de la unién de andrégenos en
células LNCaP, pero no afecta a los niveles de proteina del RA (28). Zhang et al. (21), han descrito que el succinato
de vitamina E es inhibidor de las respuestas androgénicas en células LNCaP mediante la regulacién negativa de los
niveles de proteina del RA, de forma similar a la accién de la curcumina. En contraste con esto, en el presente estudio,
los inventores han encontrado que el resto antioxidante de la vitamina E, PMCol, bloquea de forma efectiva la unién de
andrégenos al RA sin afectar a los niveles de proteina RA, de forma similar a los efectos observados con los derivados
indol-3-carbinol (28). Por tanto, los anti-andrégenos de la dieta podrian servir como un medio efectivo de modulacién
de las rutas androgénicas mediante distintos mecanismos que afectan a la actividad del RA.

PMCol ha sido investigado extensamente por su actividad antioxidante asociada con que es el resto antioxidante
de la vitamina E. Por ejemplo, se ha mostrado que la potencia antioxidante de PMCol es similar a la del a-tocoferol
in vitro (29). En general, los niveles en plasma de a-tocoferol estan en el intervalo entre 5 y 30 uM (30), dentro del
intervalo de actividad anti-androgénica observado para PMCol en el presente estudio. Debido a la alta lipofilia de la
vitamina E, es dificil determinar su actividad anti-androgénica mediante andlisis en cultivos celulares. Sin embargo,
debido a la presencia de la cadena fitilo, altamente lipofila, la distribucién subcelular de la vitamina E limitaria su
interaccidn directa con el RA, que reside en compartimentos subcelulares mds acuosos, tales como el citoplasma y el
ntcleo. La vitamina E se puede metabolizar a derivados con mayor solubilidad en agua, tales como «CEHC (7, 31),
que son estructuralmente similares a PMCol y podrian tener una mayor solubilidad en agua y una bio-disponibilidad
celular distinta, en comparacién con la vitamina E. De esta forma, los metabolitos de la vitamina E podrian entrar en
contacto con el RA in vivo y tener una actividad anti-androgénica, andloga a la producida por PMCol en células de
carcinoma de préstata humano.

En resumen, los presentes inventores han encontrado que el resto antioxidante de a-tocoferol, PMCol, inhibe la
actividad de los andrégenos, probablemente mediante la competicion por la unién de los andrégenos al RA, que
resultaria en la inhibicién de las rutas bioldgicas sensibles a andrégenos. No se ha encontrado que PMCol posea una
actividad agonista o agonista parcial de los andrégenos y, por ello, funciona como un antagonista puro de la actividad
de los andrégenos en las lineas celulares de carcinoma de préstata LNCaP y LAPC4. En base a los resultados del
presente estudio, PMCol podria servir como un agente ttil para la modulacién de la actividad de los andrégenos in
vivo. De forma importante, la actividad anti-androgénica de PMCol plantea la posibilidad de que la actividad preventiva
del cancer de prostata de la vitamina E podria deberse, en parte, a los efectos anti-androgénicos de la vitamina E o de
metabolitos de la vitamina E en la préstata. Actualmente, alrededor de 30.000 hombres mueren cada afio de cdncer de
prostata en los Estados Unidos (4). La prevencién del cancer de préstata mediante la accién de PMCol y sus derivados,
ofrece un medio efectivo de reducir la devastacién producida por la enfermedad.

Ejemplo 2
Toxicidad oral aguda en ratones

La toxicidad oral de PMCol se determiné en ratones FVB macho de 6 meses de edad. Una unica dosis oral alta
de 1000 mg/kg de PMCol en aceite de sésamo, se administr6 a 4 ratones por alimentacién forzada. Cuatro ratones
control recibieron s6lo aceite de sésamo por alimentacion forzada (control de vehiculo). No hubo ningtin cambio
significativo en el comportamiento animal o en su masa corporal (Figura 8A) después de la administracién de PMCol
o de vehiculo, como control, hasta una semana después de la administraciéon de PMCol. En un segundo estudio,
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cuatro ratones FVB macho de 6 meses de edad recibieron 200 mg/kg de PMCol diariamente en aceite de sésamo, por
alimentacion forzada durante 10 dias. Tres ratones que recibieron Gnicamente aceite de sésamo (control de vehiculo)
se usaron como controles. Los pesos corporales se determinaron diariamente y todos los ratones fueron sometidos a
autopsia, para examinar cambios grandes en los 6rganos, en el dia 11. No se observaron diferencias significativas en el
cambio de masa corporal al comparar ratones tratados con PMCol y ratones control tratados con vehiculo, a lo largo
de 10 dias (Figura 8B). No se observaron cambios grandes en los 6rganos ni en los ratones tratados con PMCol ni en
los controles. Por ejemplo, el peso del higado no varié significativamente en ratones que recibieron PMCol durante 10
dias (Figura 8C). Por lo tanto, el LD50 de PMCol en ratones es superior que la dosis mayor analizada (esto es, 1000
mg/kg de peso corporal) y PMCol se tolera bien en ratones a dosis altas durante un tiempo de hasta 10 dfas.

Ejemplo 3

Determinacion in vivo de la eficacia de un anti-andrégeno derivado de cromano usando el modelo de injerto hetero-
logo de células LNCaP y el modelo de carcinogénesis de prostata TRAMP

Un modelo de injerto heter6logo en ratones “nude” (desnudo)/células NCaP, similar al procedimiento de injerto
heterdlogo de células DU145 descrito previamente (Church et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 43: 198-204 (1999)),
se podria usar para examinar in vivo las acciones de PMCol en el crecimiento de células de carcinoma de prostata
humano. Ratones macho Hsd: atimicos nude-nu (nu/nu, origen BALB/c) de 4 semanas de edad se adquirirdn en Harlan
Sprague Dawley (Madison, WI). A las 6 semanas de edad, a cada uno de los ratones se le injertaran subcutdneamente
106 células heterélogas LNCaP en 0,1 ml de medio + 0,1 ml de Matrigel (BD Biosciences) en la regién que flanquea las
almohadillas de grasa ventrales. Una semana después del injerto heter6logo con células LNCaP, los ratones se dividiran
en 5 grupos de tratamiento de 10 ratones cada uno. Los ratones del grupo 1 recibirdn, como control de vehiculo, 0,25
ml de aceite de maiz por alimentacién forzada; el grupo 2 recibird 25 mg/kg de flutamida (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) como un control de tratamiento anti-andrégenos; el grupo 3 recibird 25 mg/kg de PMCol en 0,25 ml de
aceite de maiz; y el grupo 4 recibird 100 mg/kg de PMCol en 0,25 ml de aceite de maiz. Las dosificaciones se basan
en los estudios de toxicidad descritos anteriormente. El grupo 5 se castrard 1 semana después del injerto heter6logo
de células LNCaP, como un control de un nivel de andrégenos bajo. Cada uno de los ratones se tratard diariamente
durante 2 meses. El crecimiento del tumor LNCaP se determinard dos veces a la semana y se determinard el volumen
del tumor. Dos meses después del injerto heterélogo con células LNCaP, los ratones se sacrificardn y se extraerdn todos
los tumores LNCaP y se fijardn con 10% de formalina para el examen histolégico mediante microscopia dptica. En el
momento de la eutanasia, la sangre se recogerd para determinar los niveles de testosterona, de hormona luteinizante y
de PMCol en la circulacién, segin se indicard mds adelante. También, se extraerdn los higados y los érganos sexuales
accesorios (esto es, vesiculas seminales y 16bulos prostaticos) de cada ratén para el andlisis de los efectos de PMCol
sobre estos tejidos.

El modelo de carcinogénesis de prostata TRAMP se usard para determinar la actividad anti-androgénica de PM-
Col sobre el crecimiento tumoral dependiente de andrégenos, en la prostata de ratén usando una colonia de ratones
TRAMP, mantenida en el fondo genético CS7BL/6. A los 3 meses de edad, antes del inicio de la carcinogénesis de
prostata, los machos TRAMP heterocigotos se dividirdn en 5 grupos de tratamiento, como se describié anteriormente.
Se ha descrito la eficacia de la flutamida en el modelo TRAMP (Raghow et al., Cancer Res. 60: 4093-4097 (2000)).
Los ratones TRAMP bajo estudio se tratardn diariamente. Cuatro meses después del inicio del tratamiento, punto en el
que aproximadamente el 50% de los ratones muestra adenocarcinomas prostiticos demostrables, los ratones se sacri-
ficaran y los 16bulos de la préstata y las glandulas sexuales accesorias se extraerdn y se fijardan en 10% de formalina y
se preparardn para andlisis histolégico. Las preparaciones de glandulas de prdstata tefiidas con hematoxilina y eosina
se examinardn para determinar la presencia de adenocarcinomas prostaticos, que se cuantificardn para cada grupo de
tratamiento y se usardn para determinar la incidencia de los carcinomas de prdstata en el grupo control frente al grupo
de tratamiento. También, se recogerd sangre para determinar los niveles de testosterona, de hormona luteinizante y de
PMCol en la circulacién, segin se indicard més adelante.

La determinacién del efecto del andlogo de la vitamina E, PMCol, sobre el control por retroalimentacion en el
sistema nervioso central de la testosterona y de la hormona luteinizante, en comparacién con los niveles en sangre de
PMCol, se realizara como sigue. Ratones ICR macho de cuatro meses de edad (Harlan Sprague Dawley) se usaran para
analizar el efecto de la administracién de PMCol sobre los niveles de testosterona en sangre. Los ratones se dividiran
en 5 grupos de 5 ratones cada uno. Los ratones en el grupo 1 recibirdn, como control de vehiculo, 0,25 ml de aceite de
maiz por alimentacién forzada, el grupo 2 recibird 25 mg/kg de flutamida (Sigma) como un tratamiento control anti-
andrégenos, el grupo 3 recibird 25 mg/kg de PMCol en 0,25 ml de aceite de maiz y el grupo 4 recibird 100 mg/kg de
PMCol en 0,25 ml de aceite de maiz. El grupo 5 se castrard como control de un nivel de andrégenos bajo. Los ratones
se trataran diariamente durante 1 mes y se recogerdn muestras de sangre dos veces a la semana por sangrado retro-
orbital, como se ha realizado previamente (Church et al., 1999). Los niveles de testosterona en sangre se determinardn
usando un kit de ensayo por EIA de testosterona (BioCheck, Inc, Burlingame, CA). Ademads, los niveles en sangre de
testosterona determinados por el kit de EIA, se validard usando LC-MC. Los niveles de hormona luteinizante en las
muestras de sangre se determinard usando el kit de EIA de hormona luteinizante (BioCheck, Inc, Burlingame, CA)
seglin las instrucciones del kit. Finalmente, los niveles en sangre de PMCol se determinardn a partir de las muestras
usando LC-MS.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un compuesto que tiene la férmula:
CH3y

CHy
HaC 0

CHs

CHy

o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, para la fabricacién de un medicamento para retrasar la
progresion del cdncer de prdstata en un paciente que sufre de cdncer de prdstata, o para prevenir la ocurrencia o
recurrencia del cdncer de préstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo.

2. Uso de un compuesto que tiene férmula:

CHy

HO

CHs

o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable, para la fabricacion de un alimento funcional para retrasar
la progresion del cancer de prdstata en un paciente que sufre de cdncer de préstata, o para prevenir la ocurrencia o
recurrencia de cancer de prdstata en un paciente que tiene riesgo de padecerlo.

3. Una composicién de alimento funcional para retrasar la progresién del cancer de préstata en un paciente que
sufre de cancer de prostata, o para prevenir la ocurrencia o recurrencia del cdncer de prostata en un paciente que tiene

riesgo de padecerlo, que comprende un articulo alimenticio o parte de un articulo alimenticio y un compuesto que
tiene la férmula:

CHy

CHy
H4C O

CHy

HO

CHy

o una sal de dicho compuesto farmacéuticamente aceptable; y un portador aceptable.

4. Una composicién de alimento funcional segtn la reivindicacién 3, en la que la composicién comprende adicio-
nalmente un agente que potencia el sistema inmune, un agente anti-inflamatorio, un agente anti-oxidante o una mezcla
de ellos.
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