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DESCRIPCION
Agente antitumoral
Referencia cruzada a aplicaciones relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad de la Solicitud de Patente Japonesa n® 2016-001128 presentada el 6 de enero
de 2016.

Campo técnico
La presente invencién se refiere a los agentes antitumorales y se define en las reivindicaciones adjuntas.
Antecedentes de la técnica

La expresion de CD44v se observa en numerosos tumores epiteliales. Entre las células cancerosas, CD44v se expresa
altamente en una poblaciéon de células llamada células madre cancerosas que se sabe presenta una resistencia
particularmente elevada al estrés oxidativo.

Dado que CD44v incrementa la estabilidad del trasportador de cistina xCT, una molécula de superficie celular, la alta
expresion de CD44v mejora la expresion de xCT. Como resultado, se promueve el transporte de cistina a las células.
La cistina transportada se utiliza para la produccion de glutatién, un poderoso antioxidante dentro de las células y, de
este modo, aumenta la cantidad de glutation dentro de las células. Se piensa que es responsable de la gran capacidad
para hacer frente al estrés oxidativo y de la alta resistencia al tratamiento de las células cancerosas (documento de
patente JP-A-2012-144498).

La sulfasalazina (conocida también como salazosulfapiridina, salazopyrina y salicilazosulfapiridina), que es un farmaco
utilizado en el tratamiento de la colitis ulcerosa y la artritis reumatoide, es un azocompuesto acido de sulfapiridina y
del acido 5-aminosalicilico (5-ASA). Cuando se administra por via oral, la sulfasalazina se metaboliza en sulfapiridina
y acido 5-aminosalicilico (5-ASA) mediante bacterias intestinales. Para las enfermedades mencionadas anteriormente,
el 5-ASA se considera, particularmente, el principal principio activo.

Sin embargo, en los Ultimos afos, se ha descubierto que la sulfasalazina inalterada antes de la degradacion metabdlica
tiene un efecto inhibidor sobre xCT y es eficaz como agente antitumoral (Leukemia vol. 15, pp. 1633-1640, 2001). Esto
significa que, cuando se agrega sulfasalazina a las células cancerosas, se suprime el transporte de cistina a las células
mediante xCT y se reduce la produccion de glutatién; en consecuencia, se reduce la resistencia al estrés oxidativo de
las células cancerosas y se incrementa la sensibilidad a los agentes anticancerosos.

Sin embargo, se prevé que el efecto antitumoral puede disminuir si la sulfasalazina se administra como agente oral
convencional puesto que la sulfasalazina inalterada es eficaz frente a los tumores. Por consiguiente, se espera que se
desarrollen inyecciones como las inyecciones locales de sulfasalazina; sin embargo, la sulfasalazina apenas es soluble
en agua aunque es soluble en solucién de hidréxido sédico o etanol.

Por lo tanto, la presente invencién se realizé6 encaminada a proporcionar agentes antitumorales con sulfasalazina
soluble en agua como principio activo.

Compendio de la invencion

Un aspecto de la presente invencion es un agente antitumoral que incluye sulfasalazina soluble en agua como principio
activo, la sulfasalazina soluble en agua siendo una sulfasalazina modificada con PEG (polietilenglicol) y representada
por la siguiente féormula:
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en donde el valor medio de n es 4 o mayor y 1136 o menor.

Un peso molecular promedio del PEG que modifica la sulfasalazina puede ser 500 o mas y 6000 o menos, 1600 o
mas, 6000 o menos, o 4000 o mas y 6000 o menos. Ademas, el agente antitumoral se puede formular como una
inyeccién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un grafico que muestra el efecto antitumoral de la sulfasalazina obtenida en un ejemplo de la presente
invencion. El asterisco unico (*) indica p < 0.05.
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La Figura 2 muestra férmulas estructurales de la sulfasalazinas PEGiladas usadas en los ejemplos. La férmula superior
se conoce como de tipo A, y la formula inferior se conoce como de tipo B.

La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados del analisis de RMN de sulfasalazinas PEGiladas de tipo Ay de
tipo B producidas en un ejemplo de la presente invencion.

La Figura 4 es un grafico que muestra una supresién del glutamato excretado por la sulfasalazina PEGilada de tipo A
obtenida en un ejemplo de la invencién presente. El asterisco Unico (*) indica p < 0.05.

La Figura 5 es un grafico que muestra un incremento del nivel de oxigeno activo en las células por una sulfasalazina
PEGilada de tipo A obtenida en un ejemplo de la presente invencién. El asterisco unico (*) indica p < 0.05.

La Figura 6 es un grafico que muestra la dependencia de concentracion de citotoxicidad de una sulfasalazina PEGilada
de tipo A en un ejemplo de la presente invencion.

La Figura 7 muestra un calendario de dosificacién de sulfasalazina en ratones con tumores utilizados en un ejemplo
de la presente invencion.

La Figura 8 es un grafico que muestra las transiciones de los pesos promedios de ratones con tumores desde el primer
dia de la dosificacion de sulfasalazinas PEGiladas de tipo A (PEGiladas con PEG 500, PEG 1000, PEG 2000 o PEG
5000) en un ejemplo de la invencion presente.

La figura 9 es un grafico que muestra las transiciones de los volimenes promedios de los tumores en ratones con
tumores desde el primer dia de la dosificacion de sulfasalazinas PEGiladas de tipo A (PEGiladas con PEG 500, PEG
1000, PEG 2000, o PEG 5000) en un ejemplo de la invencion presente. El asterisco uUnico (*) indica p < 0.05 y el
asterisco doble (**) indica p < 0.001.

Realizaciones de la invencion

A continuacion, se describen detalladamente las realizaciones de la presente invencion que se completé sobre la base
de los hallazgos mencionados anteriormente haciendo referencia a los ejemplos. Los objetivos, caracteristicas,
ventajas, e ideas de la presente invencion son evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion de
esta memoria descriptiva. Los expertos en la técnica pueden reproducir facilmente la presente invencion a partir de la
descripcion de la presente memoria. Las realizaciones y los ejemplos especificos descritos a continuacion representan
los aspectos preferibles de la presente invencion, que se proporcionan con fines ilustrativos o explicativos. La presente
invencion no se limita a eso. Resulta evidente para los expertos en la técnica que se pueden realizar varios cambios
y modificaciones conforme a la descripcion de la presente memoria descriptiva dentro del espiritu y el alcance de la
presente invencion descrita en la presente memoria.

Sulfasalazinas modificadas con PEG

Un agente antitumoral que contiene la sulfasalazina soluble en agua de la presente invencién como un principio activo
es una sulfasalazina modificada con PEG representada por la siguiente formula:

en donde el valor promedio de n es preferiblemente 4 o mayor y 1136 o menor, mas preferiblemente 20 o mayor y 227
0 menor e, incluso mas preferiblemente, 80 o mayor o 136 o menor.

El peso molecular promedio del PEG que modifica sulfasalazina no es particularmente escaso, pero el limite inferior
es preferiblemente 200, mas preferiblemente 500, incluso mas preferiblemente 1000, todavia mas preferiblemente
1600, aun todavia mas preferiblemente 1800, incluso todavia mas preferiblemente 4000 o mas y, ademas, incluso
todavia mas preferiblemente 4500 o mas. El limite superior es preferiblemente 50.000, mas preferiblemente 20.000,
incluso mas preferiblemente 10.000, mas preferiblemente 6000 y ain mas preferiblemente 5500.

Las sulfasalazinas modificadas con PEG se producen mediante una reaccion quimica entre el extremo terminal de la
molécula de PEG y la sulfasalazina, como se describe en <el ejemplo de produccion 1> y <el ejemplo de produccion
2>, pero un método especifico no es particularmente escaso y se pueden utilizar técnicas muy conocidas. Un esquema
del método de produccién es, por ejemplo, del modo siguiente. Para las sulfasalazinas PEGiladas de tipo A, un grupo
amino terminal del PEG y acido carboxilico de la sulfasalazina se somete a una reacciéon de condensacion. La
sulfasalazina PEGilada de tipo B se produce mediante una sustitucion nucleofilica entre un grupo de yodo terminal del
PEG y un grupo hidroxilo de la sulfasalazina.
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Agentes antitumorales

El agente tumoral que contiene sulfasalazina soluble en agua como un principio activo se puede formular en cualquier
forma de dosificacion y se pueden considerar varias formas de dosificacion; sin embargo, es preferible que el agente
antitumoral sea un agente parenteral. Por ejemplo, el agente antitumoral puede ser, pero no se limita a, una inyeccién
tal como una inyeccién subcutanea, una inyeccion intravenosa, una inyeccién intramuscular o una inyeccion
intraperitoneal; un agente para administracién transdérmica o un parche, un ungliento o una locion; un agente
sublingual para la administracién por via bucal o un parche oral; un agente aerosol para la administracion intranasal;
0 un supositorio. Estos agentes se pueden producir mediante un método publicamente conocido que se utiliza
frecuentemente para la produccién de productos farmacéuticos. El farmaco conforme a la presente invencion se puede
formular en una forma de dosificacion de liberacion sostenida o controlada.

Particularmente, se prefieren las inyecciones, pero se prefieren mas aun las inyecciones locales, que se pueden
inyectar en la proximidad de un tumor o dentro del tumor. La proximidad del tumor es preferiblemente una zona a una
distancia de unos 5 cm, mas preferiblemente a una distancia de unos 3 cm, incluso mas preferiblemente a una distancia
de aproximadamente 1 cm, y todavia mas preferiblemente a una distancia de unos 0.5 cm de la superficie externa de
la masa tumoral. Se pueden preparar inyecciones para inyecciones subcutaneas, intramusculares e intravenosas,
utilizando una técnica muy conocida agregando un agente ajustador del pH, un tampén, un estabilizador, un agente
isoténico, un agente anestésico local y otros al principio activo. En esta preparacion, ejemplos de agentes ajustadores
del pH y de tampones incluyen citrato de sodio, acetato de sodio y fosfato de sodio. Ejemplos de estabilizadores
incluyen pirosulfito de sodio, acido etilendiaminotetracético (EDTA), acido tioglicélico y acido tiolactico. Ejemplos de
agentes anestésicos locales incluyen clorhidrato de procaina y clorhidrato de lidocaina. Ejemplos de agentes
isotonicos incluyen cloruro de sodio y glucosa.

Se puede determinar adecuadamente la cantidad de principio activo contenida en el medicamento dependiendo de,
por ejemplo, un intervalo de dosis del principio activo y de la cantidad de dosificaciones. El intervalo de dosis de
administracion no es particularmente escaso y se puede seleccionar adecuadamente dependiendo de la eficacia de
los ingredientes contenidos, un tipo de administracion, una via de administracién, el tipo de enfermedad, las
particularidades de un sujeto (p. €j., el peso corporal, edad, las afecciones médicas y la presencia o ausencia del
consumo de otros medicamentos) y el criterio de un médico a cargo. Generalmente, una dosis apropiada se encuentra
preferiblemente, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 0.01 pg a 100 mg, preferiblemente
aproximadamente 0.1 pg a 1 mg por kg de peso corporal del sujeto. Sin embargo, se pueden modificar estas dosis
utilizando experimentos rutinarios convencionales con fines de optimizacion muy conocidos en la técnica. La dosis
previa se puede administrar de una a varias veces al dia.

Ejemplos
(1) Efecto antitumoral de la sulfasalazina

Se administraron subcutdneamente células de cancer de colon humano HCT-116, que prolifera de una manera
dependiente de CD44v, a ratones desnudos KSN para formar tumores. Se trasplantaron las células a 10 ratones. Se
inyectaron intraperitonealmente 250 mg/kg de sulfasalazina o 100 pl de solucién salina a cada uno de los grupos de 5
ratones una vez al dia. Se midieron los diametros de los tumores a los 14 y 28 dias del trasplante y se calcularon los
pesos sobre la base de los diametros y se compararon entre los dos grupos.

Como se muestra en la Figura 1, el crecimiento del tumor fue significativamente mas lento en el grupo de sulfasalazina
que en el grupo de control. De este modo, la sulfasalazina tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento del tumor.

2) Sintesis de sulfasalazinas modificadas con PEG

En este ejemplo, se sintetiz6 una sulfasalazina PEGilada de tipo A, que se muestra en la mitad superior de la Figura
2 y una sulfasalazina PEGilada de tipo B, que se muestra en la mitad inferior de la figura.

<Ejemplo de produccién 1> Produccién de sulfasalazina PEGilada de tipo A

Se disolvieron 500 mg de a-metoxi-w-amino-poli (etilenglicol) (peso molecular medio: 5000 Da) [NOF CORPORATION,
SUNBRIGHT PA (nombre comercial), Numero de registro CAS: 116164-53-5] en 20 ml de tetrahidrofurano y se
mezclaron con 300 mg de DMT-MM (4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-cloruro de metilmorfolinio) [Nimero de registro
CAS: 3945-69-5] y con 400 mg de sulfasalazina; y, después, se agitdé la mezcla a 50 ¢ C durante 24 horas. El
tetrahidrofurano de la solucién asi obtenida se elimind por destilacion a presion reducida y el reactivo sobrante se
suspendio de nuevo en 10 ml de &cido clorhidrico 0.01 M. La suspension se centrifugé a 20.000 x g durante 60 minutos
a 4 ° C. El sobrenadante se sometio a separacion de liquidos utilizando una solucion de cloruro de amonio acuoso
saturado y cloruro de metileno, extraido con la capa de cloruro de metileno y, después, el disolvente se eliminé por
destilacién a presion reducida. El sélido resultante se disolvié en agua pura, se purificé en una columna PD-10 y se
liofilizd para obtener un polvo amarillo como producto diana (sulfasalazina PEGilada de tipo A) (rendimiento: 450
mg). La figura 3A muestra el resultado de una medicién de RMN.

<Ejemplo de produccion 2> Produccién de sulfasalazina PEGilada de tipo B.
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Se disolvieron 300 mg de a-yodoacetamidopropil-w-metoxi-poli (etilenglicol) en 5 ml de DMF y, después, se
suspendieron 100 mg de carbonato de cesio en la solucion. Se agregaron ademéas 63 mg de sulfasalazina y se agitd
la mezcla a 50 ¢ C durante toda la noche. La solucidon de reaccién se purifico mediante didlisis con metanol, el
disolvente se elimind por destilaciéon a presion reducida y el reactivo sobrante se suspendié de nuevo en 10 ml de
acido clorhidrico 0.01 M. La suspensién se centrifugd a 20.000 x g durante 60 minutos a 4 ° C. El sobrenadante se
purificé en una columna PD-10 y se liofilizd para obtener un polvo amarillo como producto diana (sulfasalazina
PEGilada de tipo B) (rendimiento: 270 mg).). La figura 3B muestra el resultado de una medicion de RMN.

(3) Medicion de la cantidad de glutamato excretado.

La sulfasalazina tiene un efecto inhibidor sobre xCT. Cuando se agrega a las células cancerosas, la sulfasalazina
suprime el transporte de cistina a las células mediante xCT. Dado que el transportador xCT excreta glutamato al mismo
tiempo que la captaciéon de cistina, es posible examinar la actividad inhibidora de la sulfasalazina sobre xCT
examinando la supresion de la excrecion de glutamato. De este modo, en este ejemplo, se examinaron las actividades
inhibidoras de las sulfasalazinas PEGiladas sobre xCT midiendo la cantidad de glutamato excretado.

Utilizando DMEM (Nacalai Tesque, 08459-64; sefalar que el DMEM se complementd con glutamato y FBS al 10% y
era libre de antibiéticos), se sembro una linea celular de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello OSC 19
en placas de 6 pocillos a 200.000 células por pocillo. Después de 12 horas, las células que se habian adherido al
fondo de las placas se lavaron dos veces con DMEM y, después, se remplaz6 el medio de cultivo por 2 ml de un medio
de cultivo libre de acido glutamico que contenia sulfasalazina o 400 puM (calculados en cantidades de sulfasalazina),
de sulfasalazinas PEGiladas (sulfasalazinas PEGiladas de tipo A PEGiladas con PEG 2000 o PEG 5000 y
sulfasalazinas PEGiladas de tipo B PEGiladas con PEG 5000). Después de 8 horas, se midi6 el contenido de glutamato
en el medio de cultivo sobre la base de la absorbancia utilizando un kit de ensayo de glutamato (fabricado por Abcam
plc.). Cabe destacar que se midié la absorbancia del propio medio de cultivo libre de farmaco, como referencia y se
resto de las absorbancias medidas obtenidas de los medios de cultivo complementados con farmaco o de los medios
de cultivo libres de farmaco tras el cultivo celular para obtener cantidades de glutamato. Después, se calculé cada
valor como una relacién frente al valor del control libre de farmaco establecido como 1y los resultados se representaron
graficamente (Figura 4).

Como resulta evidente del gréafico de la Figura 4, las dos sulfasalazinas PEGiladas de tipo A PEGiladas con PEG 2000
o PEG 5000 suprimieron significativamente la excrecién de glutamato en comparacion con el control libre de
farmaco. Ademas, también suprimieron significativamente la excrecion de glutamato en comparacién con la
sulfasalazina PEGilada de tipo B.

De este modo, las sulfasalazinas PEGiladas de tipo A tienen actividad inhibidora sobre xCT, aunque ésta es
ligeramente mas débil que la de la sulfasalazina. En cambio, la sulfasalazina PEGilada de tipo B no tiene actividad
inhibidora sobre xCT.

(4) Medicion de las especies reactivas de oxigeno en las células

La sulfasalazina tiene un efecto inhibidor sobre xCT y, cuando se agrega a las células cancerosas, suprime el
transporte de cistina a las células mediante xCT. La cistina se convierte en glutatién reducido en las células. Dado que
el glutatién reducido actta para suprimir un incremento de las especies reactivas de oxigeno en las células, la inhibicion
de xCT conduce a un incremento de las especies reactivas de oxigeno; por lo tanto, es posible examinar la actividad
inhibidora de la sulfasalazina sobre xCT examinando la cantidad de especies reactivas de oxigeno en las células. Por
consiguiente, en este ejemplo, se examinaron las actividades inhibidoras de las sulfasalazinas PEGiladas sobre xCT
midiendo la cantidad de especies reactivas de oxigeno en las células.

Mediante el uso del mismo medio de cultivo que en (3), se sembré la linea celular OSC 19 en placas de 96 pocillos a
4000 células por pocillo. Al dia siguiente, se agregd sulfasalazina y sulfasalazinas PEGiladas de tipo A a 400 pM
(calculados en cantidades de sulfasalazina). A las 24 horas, se midio la intensidad de fluorescencia de CM-H2DCFDA
(que es un derivado clorometilico del H2DCFDA: dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato), con un lector de placa como
nivel de especies reactivas de oxigeno en las células. La parte de H2DCF del CM-H2DCFDA se oxida rapidamente
generando diclorofluoresceina (DCF) al reaccionar con el peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilos, peroxinitrito y
otros en las células y emite fluorescencia. Por consiguiente, se pueden utilizar las intensidades de fluorescencia como
indicaciones del nivel de especies reactivas de oxigeno en las células. Ademas, el nimero de células se midié por
medio de la intensidad de fluorescencia de Hochest 33342. Dado que Hochest 33342 tifie el nlcleo, su intensidad de
fluorescencia es proporcional al nimero de células. Después, se calculé un nivel de especies reactivas de oxigeno
por célula en cada pocillo como la relacion de CM-H2DCFDA frente a Hochest 33342. Se calcularon los valores
relativos de los niveles de especies reactivas de oxigeno en los grupos de células tratados con el farmaco frente a su
nivel en las células con control libre de farmaco, definiendo este ultimo como 1, y los resultados se representaron
graficamente (Figura 5).

Como resulta evidente en el grafico de la Figura 5, las dos sulfasalazinas PEGiladas de tipo A PEGiladas con PEG
2000 o PEG 5000 mejoraron significativamente el nivel de especies reactivas de oxigeno en las células en
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comparaciéon con el control libre de farmaco. Ademas, también mejoraron significativamente el nivel de especies
reactivas de oxigeno en las células en comparacion con la sulfasalazina PEGilada de tipo B.

De este modo, la sulfasalazina PEGilada de tipo A mejora el nivel de especies reactivas de oxigeno en las células,
aunque es ligeramente mas débil que el de la sulfasalazina. En cambio, la sulfasalazina PEGilada de tipo B no mejora
el nivel de especies reactivas de oxigeno en las células.

(5) Ensayo de viabilidad celular

En este ejemplo, se comparo la citotoxicidad de diferentes concentraciones de sulfasalazinas PEGiladas de tipo A
(PEGiladas con PEG 2000 y PEG 5000) con las de sulfasalazina.

Mediante el uso del mismo medio de cultivo que en (3), se sembrd la linea celular T98G en placas de 96 pocillos a
3000 células por pocillo. Al dia siguiente, se agregé sulfasalazina y sulfasalazinas PEGiladas de tipo A a 0-1250 pM
calculados en concentraciones de sulfasalazina. Dos dias después, se midid la viabilidad celular utilizando un contador
de células viables en cultivo: CellTiter-Glo (fabricado por Promega). Se determiné la viabilidad de cada concentracion
como una proporcién frente a la viabilidad (100 %) del control libre de farmaco ((0 uM) y los resultados se representaron
graficamente (Figura 6).

Como resulta evidente en el grafico de la figura 6, la viabilidad celular se increment6 a 400 uM en todos los casos. La
sulfasalazina y la sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con PEG 2000) mostraron una dependencia de la
concentracién sustancialmente idéntica, pero la sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con PEG 5000) mostro
una mayor viabilidad celular que la sulfasalazina y la sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con PEG 2000) a
concentraciones mayores de 400 pM.

De este modo, la sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con PEG 5000) incrementa la viabilidad celular, pero la
sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con PEG 2000) sigue conduciendo a una viabilidad celular comparable a
la obtenida con sulfasalazina.

(6) Ensayo de solubilidad de sulfasalazina y sulfasalazinas PEGiladas

Se disolvieron 10 mg de sulfasalazina en forma de polvo y 25 mg de sulfasalazina PEGilada de tipo A (PEGilada con
PEG 5000) en 100 pL de agua pura y solucion salina. En este momento, se observ6 que el polvo de sulfasalazina
permanecia sin disolverse en las soluciones acuosas a temperatura ambiente, sobre la base de qué sulfasalazina se
consideraba que estaba saturada. La sulfasalazina PEGilada de tipo A se disolvié completamente y no permanecio
ninguna parte sin disolver. Las soluciones acuosas obtenidas de este modo se centrifugaron a 8000 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente y se extrajeron 50 uL de cada sobrenadante. Se afiadié 1 pL de una solucion de
hidroxido de sodio (NaOH) 5 N al sobrenadante y se midié la absorcion ultravioleta (a 238 nm) de la solucién resultante
calculando de esa manera la concentracion de sulfasalazina en la solucion (solubilidad en agua pura y solucion salina).

Como se muestra en la Tabla 1, las solubilidades saturadas de sulfasalazina en agua y solucién salina a temperatura
ambiente fueron de 0.050 mg/mL y 0.037 mg/mL, respectivamente. Estas solubilidades se podian incrementar hasta
al menos 20.5 mg/mL y 19.1 mg/mL, respectivamente, a temperatura ambiente, al PEGilar la sulfasalazina en la
sulfasalazina PEGilada de tipo A.

Tabla 1

Solubilidad saturada de la sulfasalazina (mg/mL)

Agua pura Solucién salina
Sulfasalazina 0.050 mg/mL 0.037 mg/mL
Sulfasalazina PEGilada de tipo A > 20.5 mg/mL >19.1 mg/mL

* Las solubilidades saturadas de la sulfasalazina PEGilada de tipo A fueron valores calculados como sulfasalazina

(7) Evaluacion de la actividad antitumoral de sulfasalazinas PEGiladas de tipo A (PEGilada con PEG500, PEG1000,
PEG 2000 o PEG 5000)

En este ejemplo, se evaluaron los efectos de un peso molecular promedio de PEG utilizado para PEGilar sulfasalazina
en la actividad antitumoral.

Se trasplantd subcutaneamente una suspension celular que contenia 1 x 108 células OS C19 en la espalda de un raton
hembra de 4 semanas de edad (balb/c nu/nu) para formar un tumor. después de 6 dias del trasplante, en el momento
en que el volumen del tumor alcanzé aproximadamente 60 mm3, 25 ratones trasplantados con células se dividieron
en 5 grupos de 5 ratones (5 ratones por grupo) y se administré a cada grupo sulfasalazinas PEGiladas de tipo A
(PEGiladas con PEG 500, PEG 1000, PEG 2000 o PEG 5000) o solucion salina. En primer lugar, cada 11.3 mg de
sulfasalazina PEGilada-PEG 500 de tipo A (es decir, sulfasalazina PEGilada con PEG 500), 17.6 mg de sulfasalazina
PEGilada-PEG 1000 de tipo A (es decir, sulfasalazina PEGilada con PEG 1000), 30.1 mg de sulfasalazina PEGilada-
PEG 2k de tipo A (es decir, sulfasalazina PEGilada con PEG 2000), y 67,8 mg de sulfasalazina PEGilada-PEG 5k de

6
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tipo A (es decir, sulfasalazina PEGilada con PEG 5000) se disolvieron en solucion salina para preparar inyecciones
de 31.5 mM (calculado en concentraciones de sulfasalazina). Conforme al calendario de dosificacion que se muestra
en la Figura 7, la inyeccién de sulfasalazina PEGilada de tipo A preparada con una dosis Unica del farmaco preparado
de 400 pl (es decir, 250 mg/ml calculado en cantidades de sulfasalazina) o una inyeccién de solucion salina se inyecté
por via intravenosa una vez cada 2 dias en cada grupo. La frecuencia de dosificacién se establecié en 7 veces en total
(el primer dia de la administracién se establecié como dia 0 y, después, a los 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias de la primera
dosificacién). A los 0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias den la primera dosificacion, se midieron el peso corporal de cada ratdon
portador de tumor asi como los didmetros mayor y menor de cada tumor observado desde fuera y se calcul6 el volumen
del tumor sobre la base de los diametros medidos del tumor. Las Figuras 8 y 9 muestran gréaficos de transiciones del
peso corporal promedio (Figura 8) y del volumen promedio del tumor (Figura 9) en cada grupo desde el primer dia de
la dosificacién.

Como se muestra en la Figura 8, dado que no se observd ninglin cambio significativo en el peso corporal en todos los
grupos, se confirmé que las sulfasalazinas PEGiladas de tipo A administradas no eran toxicas. Ademas, como se
muestra en la Figura 9, se confirmd que, en todos grupos administrados sulfasalazinas PEGiladas de tipo A,
actividades antitumorales significativamente mayores que las de los grupos administrados solucion salina, lo que se
pudo observar a los 15 dias de la primera dosificacion.

Por tanto, las sulfasalazinas PEGiladas tienen actividad antitumoral independientemente del peso molecular medio del
PEG utilizado para PEGilar la sulfasalazina.

Aplicabilidad Industrial

Conforme a la presente invencion, fue posible proporcionar agentes antitumorales con sulfasalazina soluble en agua
como principio activo.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente que comprende sulfasalazina soluble en agua para el tratamiento de un tumor, siendo la sulfasalazina
soluble en agua una sulfasalazina modificada con PEG representada por la siguiente férmula:

OH
H
A N“N”@TN\/\\(O\/}O/
@ c')/©/ O
N H—§ n
O

en donde el valor promedio de n es 4 o mayor y 1136 o menor.

2. El agente conforme a la reivindicacion 1, en donde el peso molecular promedio de PEG que modifica la
sulfasalazina es 500 o mas y 6000 o menos.

3. El agente conforme a las reivindicaciones 1 6 2, en donde el peso molecular promedio de PEG que modifica
la sulfasalazina es 4000 o mas y 6000 o menos.

4. El agente conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente se formula para inyeccion.
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FIG. 4
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FIG.7
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