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DESCRIPCION
Combinaciones antitumorales que contienen un AGENTE inhibidor de VEGF y de irinotecan.

La presente invencién se refiere a las combinaciones de un inhibidor de VEGF, VEFG Trap, y de un agente
quimiotéxico de la clase de los inhibidores de topoisomerasa Util en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas,
irinotecan.

Los inhibidores de VEGF que son inhibidores del factor de crecimiento vascular endotelial son en la mayoria de los
casos productos biolégicos elegidos entre los receptores solubles, antisentido, aptameros de ARN y anticuerpos. Los
inhibidores de topoisomerasa utiles en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas conocidos se eligen entre las
camptotecinas, entre ellos el CPT 11, el topotecan y el piridobenzoindol. La presente combinacion se dirige en
particular al tratamiento del cancer de colon y de estdbmago.

La descripcién y la preparacion del inhibidor del VEGF utilizado en la invencién es una proteina quimérica VEGF-
Trap y se describe en la solicitud de patente WOO00/75319. Hay varias formas de realizacién de la proteina
quimérica.

La forma de realizacion correspondiente al VEGF-Trap es la descrita en la figura 24 (secuencia). EI VEGF Trap
utilizado en la invencion es una proteina de fusion que comprende la secuencia sefnal del VEGFR1 fusionada con el
dominio Ig D2 del receptor VEGFR1, él mismo fusionado con el dominio Ig D3 del receptor VEGFR2 fusionado a su
vez con el dominio Fc de IgG1 también llamada VEGFR1 R2-FcAC1 o Flt1D2.FIk1D3.FcAC1.

Generalmente, las dosis de VEGF Trap utilizadas en el ser humano, que dependen de los factores propios del sujeto
que se va a tratar, estdn comprendidas entre 1 y 10 miligramos por kilo cuando la administracién se hace por via
subcutanea o por via intravenosa.

Entre los inhibidores de topoisomerasa se utiliza el irinotecan, también conocido con la denominacion comun de
CPT-11.

El irinotecan se utiliza generalmente por via intravenosa a una dosis comprendida entre 100 mg/m2 y 500 mg/m2
segun el esquema de administracion. Se utiliza por ejemplo una dosis de 150 mg/m2 para un esquema semanal y
una dosis comprendida entre 200 y 400 mg/m2 para un esquema para cada tres semanas.

Se ha descrito en un articulo de H Hurwitz, L Fehrenbacher, W Novotny, T Cartwright, J Hainsworth, W Heim, J
Berlin, A Baron, S Griffing, E Holmgren, N Ferrera, G Fyfe, B Rogers, R Ross, F Kabbinavar aparecido en « The New
England Journal of Medecine » un ensayo clinico que demuestra una mayor tasa de supervivencia con la utilizacién
de la combinacién de bevacizumab con irinotecan, 5FU y leucoveurina con relacion a la misma combinacion que no
contiene bevacizumab. Nada demuestra en este ensayo clinico que la mejora de la tasa de supervivencia proviene
de la combinacion de irinotecan con bevacizumab, puede provenir también de la combinacién de 5FU o leucovorina
con bevacizumab o puede provenir de la cuadruple combinacién. Ahora bien, como se conoce que cada uno de los
agentes anticancerigenos aporta junto a su efecto terapéutico efectos secundarios téxicos parece oportuno limitar al
maximo su presencia sobre todo cuando puede obtenerse el mismo efecto en ausencia de al menos uno de ellos.
Por otra parte, este articulo no demuestra ningun efecto sinérgico en el sentido de Corbett, es decir, un efecto que
no puede obtenerse con cada uno de los elementos de la combinacion utilizado solo a su dosis maxima tolerada.

El VEGF Trap es un receptor soluble creado por la fusion del segundo dominio Ig del VEGFR-1 con el tercer dominio
Ig del VEGFR-2, a continuacion fusionado con la parte Fc de una IgG1 humana. Como el receptor VEGFR-1, el
aflibercept (VEGF Trap) tiene una elevada afinidad por el VEGF-A con una Kd de 0,5 picoM. La unién de alta
afinidad del VEGF Trap con el VEGF-A da como resultado la formacién de un complejo que impide que el VEGF se
fije y active sus receptores en la superficie de las células.

En comparacién con Avastin (o bevacizumab), el VEGF Trap es un receptor soluble, mientras que Avastin es un
anticuerpo dirigido contra el VEGF-A. EI VEGF Trap tiene una afinidad por el VEGF-A muy superior a la del Avastin y
un perfil de selectividad diferente porque el VEGF Trap se une igualmente a los otros ligandos de los receptores
VEGFR1-2, es decir, al PIGF (factor de crecimiento placentario) y al VEGF-B. Por otra parte, el VEGF Trap tiene un
peso molecular sensiblemente inferior al de Avastin (115 kDa para el aflibercept frente a 160 kDa para el Avastin)
mas favorable a la penetracién en los tumores sélidos.

Se ha encontrado ahora, y esto es lo que constituye el objeto de la presente invencién, que la eficacia del VEGF
Trap puede mejorarse considerablemente cuando se administra en asociacién con una sustancia terapéuticamente
util en los tratamientos anticancerigenos que tiene un mecanismo de accion diferente del de los inhibidores del
VEGF, irinotecan.
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Por otra parte, como la actividad de los productos depende de las dosis utilizadas, es posible utilizar dosis mas
elevadas y aumentar la actividad disminuyendo los fendmenos de toxicidad o retardando su aparicion asociando a
los inhibidores de VEGF otras sustancias terapéuticamente activas de los factores de crecimiento de tipo
hematopoyético tales como G-CSF o GM-CSF o algunas interleuquinas.
la invencién se refiere a las asociaciones de VEGF Trap con irinotecan.

La eficacia mejorada de una combinacion segin la invencién puede ponerse de manifiesto por la determinacion del
sinergismo terapéutico.

Una combinacién manifiesta un sinergismo terapéutico si es terapéuticamente superior a uno u otro de los
constituyentes utilizado a su dosis 6ptima.

Para poner de manifiesto la eficacia de una combinacién, puede ser necesario comparar la dosis maxima tolerada
de la combinacion con la dosis maxima tolerada de cada uno de los constituyentes aislados en el estudio
considerado. Esta eficacia puede cuantificarse, por ejemplo por el logio de las células muertas, que se determina
segun la siguiente férmula :

log1o de las células muertas = T-C (dias)/3,32 X Tq

en la que T - C representa el periodo de crecimiento de las células, que es el tiempo medio, en dias, para que los
tumores del grupo tratado (T) y los tumores del grupo testigo (C) hayan alcanzado un valor predeterminado (1 g por
ejemplo) y Tq4 representa el tiempo, en dias, necesario para que se duplique el volumen del tumor en los animales
testigo [T.H. CORBETT et al., Cancer, 40, 2660.2680 (1977) ; F.M. SCHABEL et al., Cancer Drug Development,
Parte B, Methods in Cancer Research, 17, 3-51, Nueva- York, Academic Press Inc. (1979)]. Un producto se
considera activo si el logyo de las células muertas es superior o igual a 0,7. Un producto se considera muy activo si el
logio de las células muertas es superior a 2,8.

La combinacion, utilizada a su propia dosis maxima tolerada, en la que cada uno de los constituyentes estara
presente a una dosis generalmente inferior o igual a su dosis maxima tolerada, manifestara una sinergia terapéutica
cuando el logo de las células muertas sea superior al valor del logi de las células muertas del mejor constituyente
cuando se administra solo, y particularmente de una superioridad de al menos un log de muerte celular.

La eficacia de las combinaciones sobre los tumores soélidos puede determinarse experimentalmente de la siguiente
manera:

Los animales sometidos al experimento, generalmente ratones, se injertan bilateralmente por via subcutanea con 30
a 60 mg de un fragmento de tumor humano HCT116 (BRATTAIN, M.G., FINE, W.D., KHALED, F.M., THOMPSON, J.
y BRATTAIN, D.E., Heterogeneity of malignant cells from a human colonic carcinoma. Cancer Res.,1981, 41, 1751-
1756) el dia 0. Los animales que portan los tumores se distribuyen aleatoriamente antes de ser sometidos a los
diversos tratamientos y controles. En el caso de tratamiento de tumores de la presente invencion, se deja que los
tumores se desarrollen hasta un tamafno comprendido entre 48 y 294 mg, lo que permite tener un tumor mediano por
grupo comprendido entre 129 y 162 mg. Los animales que han sido sometidos al tratamiento con VEGF Trap solo
presentaban un peso comprendido entre 17,1 y 22,7 g, los animales que han sido sometidos al tratamiento con
irinotecan solo tenian un peso comprendido entre 17,5y 22,3 g y los que han recibido la combinacién tenian un peso
comprendido entre 17,5 y 23,6 g. Los animales portadores de tumores han sido igualmente sometidos a los mismos
tratamientos con el excipiente solo con el fin de poder disociar el efecto téxico del excipiente del efecto propio de la
quimioterapia sobre el tumor. La quimioterapia ha comenzado el dia 12 después del injerto tumoral. Las inyecciones
de VEGF Trap se han realizado por via subcutanea simultaneamente a las inyecciones de irinotecan que se han
realizado por via intravenosa segln una doble inyeccion diaria. Estas inyecciones se han realizado los dias 12, 15y
18 después de la implantacion del tumor. Los diferentes grupos de animales se pesan tres o cuatro veces por
semana hasta que se alcance la pérdida maxima de peso, a continuacién los grupos se pesan al menos una vez por
semana hasta el fin del ensayo.

Los tumores se miden dos o tres veces por semana hasta que el tumor alcanza aproximadamente 2 g o hasta la
muerte del animal si éste sobrevive antes de que el tumor alcance 2 g. Se hace la autopsia de los animales durante
su sacrificio.

La actividad antitumoral se determina en funcién de los diferentes parametros registrados.

A titulo de ejemplos, se proporcionan, en las tablas siguientes, los resultados obtenidos con las combinaciones de
VEGF Trap y de irinotecan utilizados a su dosis éptima.
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La presente invencién se refiere igualmente a los kits de composiciones farmacéuticas que contienen los productos
utilizados en las combinaciones segun la invencion.

Los productos que constituyen la combinacion pueden administrarse simultaneamente, separadamente o de una
manera escalonada en el tiempo de forma que se obtenga la maxima eficacia de la combinacién; cada
administracién puede tener una duracién variable que va de una administracion total rapida a una perfusién
continua.

De ello resulta que, en el sentido de la presente invencién, las combinaciones no se limitan Gnicamente a las que se
obtienen por asociacion fisica de los constituyentes, sino también a las que permiten una administracion separada
que puede ser simultanea o escalonada en el tiempo.

Las composiciones segun la invencion son preferentemente las composiciones administrables por via parenteral.

Las composiciones para administracion parenteral son generalmente disoluciones o suspensiones estériles
farmacéuticamente aceptables que pueden prepararse opcionalmente extemporaneamente en el momento de
utilizarse. Para la preparacion de disoluciones o suspensiones no acuosas pueden utilizarse aceites vegetales
naturales tales como aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de parafina o ésteres organicos inyectables tales
como oleato de etilo. Las disoluciones estériles acuosas pueden estar constituidas por una disolucién del producto
en agua. Las disoluciones acuosas convienen para la administracion intravenosa en la medida en que el pH se
ajusta convenientemente y se obtiene la isotonicidad adecuada, por ejemplo con una cantidad suficiente de cloruro
de sodio o de glucosa. La esterilizacién puede realizarse por calentamiento o por cualquier otro medio que no altere
la composicion. Las combinaciones pueden también presentarse en forma de liposomas o en forma de asociacién
con soportes tales como las ciclodextrinas o polietilenglicoles.

En las combinaciones segun la invencién en las que la aplicacién de los constituyentes puede ser simultanea,
separada o escalonada en el tiempo, es particularmente ventajoso que la cantidad de derivado de VEGF Trap
represente de 10% a 80% en peso de la combinacion, pudiendo variar este contenido en funcién de la naturaleza de
la sustancia asociada, de la eficacia buscada y de la naturaleza del cancer que se ha de tratar.

Las combinaciones segun la invencién son particularmente Utiles en el tratamiento de canceres de colon y/o de
estdbmago. En particular, pueden presentar la ventaja de poder introducir los constituyentes a dosis notablemente
mas bajas que las correspondientes a cuando se utilizan solos.

El ejemplo siguiente ilustra una combinacion segun la invencion.
EJEMPLO

Se preparan segun la técnica habitual, para la administraciéon subcutanea, ampollas de 1 cm3 que contienen 25 mg
de VEGF Trap que se diluyen en un tampén fosfato 5mM, citrato de sodio 5 mM, cloruro de sodio 100 mM,
polisorbato 20 y sacarosa al 20%. El volumen de administracion por raton es 0,1 ml. El VEGF Trap se administra una
vez al dia, los dias 12, 15 y 18 después de la implantacion del tumor.

Se preparan segun la técnica habitual, para la administracion intravenosa 0,3 ml por ratén a partir de una disolucion
comercial de 20 mg/ml de irinotecan a diluir con dextrosa al 5 % en agua.

Estas disoluciones se administran simultaneamente, después de adecuada dilucién,

El tratamiento con irinotecan se repite dos veces al dia con 4 horas de intervalo, los dias 12, 15y 18 después de la
implantacion del tumor

Los resultados del ensayo se relinen en la tabla anexa.

Tiempo para que el tumor se duplique = 3,2 dias.

Abreviaturas utilizadas: (T-C) periodo de crecimiento del tumor, Ick = log de células muertas.

Se ha observado una toxicidad para el irinotecan solo a las dosis de 52,4, 32,5 y 20,2 mg/kg/inyeccién debido a una
muerte a la dosificacién de 52,4 y una pérdida de peso superior al 20% para las dos dosificaciones inferiores. Asi, la

dosis maxima tolerada para el irinotecan ha sido de 12,5 mg/kg/iny (dosis total inyectada de 75,0 mg/kg). La dosis de
12,5 mg/kg/inyeccion se ha encontrado que es activa, con un Ick de 1,8.
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Para el VEGF Trap, el producto se ha tolerado bien a todas las dosificaciones ensayadas y se ha encontrado que es
activo con un Ick de 1,7 a 40 mg/kg/administracion y 25 mg/kg/administracion. La dosis inferior de 10
mg/kg/administracion es igualmente activa, con un Ick de 1,3. La dosis de 2,5mg/kg/administracion es inactiva.

Para la combinacion de irinotecan a 32,5 mg/kg/iny, sea cual sea la dosis de VEGF Trap, se ha encontrado que la
combinacion es téxica con una pérdida de peso de 18% proxima a la toxicidad . La dosis inferior de 20,2 mg/kg/iny
de irinotecan con 40 mg/kg de VEGF Trap se ha considerado la dosis maxima tolerada. Esta dosis ha presentado un
Ick de 3,0 juzgado muy activo. Se ha encontrado el mismo nivel de actividad con las dosis inferiores de VEGF Trap
como 25, 10, 2,5 mg/kg/administracién (Ick de 2,9, 3,0 y 2,9 respectivamente).

El irinotecan a 12,5 mg/kg/iny asociado al VEGF Trap a 40 mg/kg/administracion es activo con un Ick de 2,7. Esta
actividad anti-tumoral se mantiene con 25 y 10 mg/kg de VEGF Trap (Ick de 2,9 y 2,7, respectivamente). La
combinacion con 2,5 mg/kg/administracion de VEGF Trap tiene una actividad de 2,0 Ick.

En conclusién, la actividad de la combinacion de VEGF Trap con irinotecan muestra un efecto sinérgico con un log
de muerte celular de 3,0, a la dosis maxima tolerada de la combinacién, que corresponde a mas de 1 log de muerte
celular comparado con la actividad de cada uno de los compuestos utilizado solo que presenta un log de muerte
celular de 1,8 y 1,7 (para el irinotecan a 12,5 mg/kg/inyeccion y VEGF Trap a 40 mg/kg/administracion,
respectivamente). Se mantiene una actividad antitumoral a varios niveles de dosis por debajo de la dosis maxima
tolerada de la combinacion.
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10 CPT-11 i.v 0,3ml 32,5 12,15,18 (2x/j) 195,0 | 0/8 - - - - - Toxico
VEGF Trap | s.c. 0,iml | 40,0 12,15,18 120,0 b 16,2
(21)
11 32,5 195,0 | 0/8 - - - - - Toxico
18,6
(21)
25,0 75,0
12 32,5 195,0 | 0/8 - - - - - Toxico
18,2
(19)
10,0 30,0
13 32,5 195,0 | 0/8 - - - - - Toxico
18,4
(19)
2,5 7,5
14 20,2 121,2 | 0/8 - 50,9/32,4 /3,0 0/8 HNTD
13,0 altamente
(21) activo
40,0 120,0
15 20,2 121,2 | 0/8 - 49,6 131,1/2,9| 0/8 altamente
11,9 activo
(19
25,0 75,0
16 20,2 121,2 | 0/8 - 50,7 132,2/3,0| 0/8 altamente
13,0 activo
(19)
10,0 30,0
17 20,2 121,2 | 0/8 - 49,7131,2/2,9| 0/8 altamente
12,5 activo
(19)
2,5 7,5
18 12,5 75,0 | 0/8 - 46,8 128,3/2,7 | 0/8 activo
11,0
(19)
40,0 120,0
19 12,5 75,0 0/8 - 49,8131,3/2,9| 0/8 altamente
11,9 activo
19)
25,0 75,0
20 12,5 75,0 |0/8 - 47,0 28,5(2,7 | 0/8 activo
10,0 30,0 10,0
(21)
21 12,5 75,0 |0/8 - 40,0 21,5/2,0| 0/8 activo
14,3
(21)
2,5 7,5
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Vehiculo

s.c. 0,1ml

12,15, 18

9,6
(25)

18,5

0/10

i.v. 0,3 ml

12,15,18 (2x/))
(4h después)
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REIVINDICACIONES

1. Combinaciones que contienen VEGF Trap con irinotecan terapéuticamente Utiles en el tratamiento de las
enfermedades neoplasicas.

2. Combinaciones segun la reivindicacion 1 caracterizadas porque contienen de 10% a 80 % en peso de VEGF
Trap.
3. Productos que contienen VEGF Trap e irinotecan en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas como

preparacién combinada para una utilizacién simultanea, separada o escalonada en el tiempo en terapia anticancerigena.

4, Combinaciones que contienen VEGF Trap con irinotecan con la exclusién de cualquier otro derivado
quimiotéxico que presente un efecto terapéuticamente sinérgico en el tratamiento de las enfermedades neoplasicas.
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