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DESCRIPCION

Combinacién de un analogo de epotilona y agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de enfermedades
proliferativas

Campo de lainvenciéon

La invencion se refiere al campo de la oncologia.

Proporciona combinaciones de dos farmacos anticancerosos como se define en las reivindicaciones 1-15, asi como
las combinaciones para usar en el tratamiento de enfermedades antiproliferativas.

Antecedentes de lainvencién

El Instituto Nacional del Cancer ha estimado que solo en Estados Unidos, 1 de cada 3 personas padecera cancer
durante su vida. Ademas, aproximadamente del 50 % al 60 % de las personas que contraen cancer terminaran
sucumbiendo a la enfermedad. La presencia generalizada de esta enfermedad subraya la necesidad de mejorar los
regimenes antineoplasicos para el tratamiento de las neoplasias malignas.

Debido a la amplia variedad de canceres que se observan en la actualidad se han desarrollado numerosos agentes
antineopléasicos para destruir el cancer dentro del cuerpo. Estos compuestos se administran a pacientes de cancer
con el objetivo de destruir o, de otro modo, inhibir el crecimiento de células malignas sin alterar las células sanas
normales. Los agentes antineoplasicos se han clasificado en funcién de su mecanismo de accion.

Un tipo de agente quimioterapéutico se denomina complejo de coordinacidon metdlico. Se cree que este tipo de
agente quimioterapéutico forma, principalmente, reticulaciones intercatenarias de ADN en los nucleos de las células,
de modo que se evita la replicacién celular. Como resultado, inicialmente se reprime el crecimiento tumoral y
después se invierte. Otro tipo de agente quimioterapéutico se denomina agente alquilante. Estos compuestos
funcionan insertando composiciones o moléculas extrafias en el ADN de las células cancerosas en division. Como
resultado de estos restos extrafios se alteran las funciones normales de las células cancerosas y se evita la
proliferacién. Otro tipo de agente quimioterapéutico se denomina agente antineoplasico. Este tipo de agente evita,
mata o bloquea el crecimiento y la diseminacion de las células cancerosas. Otros tipos mas de agentes
anticancerosos incluyen inhibidores no esteroideos de la aromatasa, agentes alquilantes bifuncionales etc.

El paclitaxel representa una de las principales clases de agentes antimicrotubulares que estimula la polimerizacion
de la tubulina y, probablemente, detiene la mitosis durante la divisién celular. Se ha demostrado que el taxol7
(paclitaxel) tiene una actividad antitumoral excelente in vivo y se ha usado en el tratamiento de diversos canceres,
incluidos los de mama, ovarios y pulmén. Por desgracia, muchos tumores desarrollan resistencia al paclitaxel.

Los presentes inventores han descubierto un analogo de epotilona que actia de forma sinérgica cuando se usa en
combinacién con ciertos agentes quimioterapéuticos convencionales. Es un objeto de la invencion proporcionar
regimenes de tratamiento de combinacion de agentes quimioterapéuticos eficaces, en los que se combina un
anéalogo de epotilona con otros agentes antineoplasicos para el tratamiento de enfermedades proliferativas.

En el documento WO 99/02514 se divulga el uso del compuesto derivado de epotilona 1 como se define en las
reivindicaciones para el tratamiento del céancer (reivindicacion 1, pagina 65, compuesto 2). Se ha propuesto la
combinacion con otros farmacos citotoxicos. Se menciona que el derivado de epotilona se combina,
preferentemente, con otros farmacos citotoxicos en los que el segundo farmaco escogido actta en una fase del ciclo
celular diferente, por ejemplo la fase S, a la fase en la que actian los compuestos reivindicados (pag.10, I., 15-30).

Resumen de la invencion

La presente invencion proporciona combinaciones para usar en el tratamiento de enfermedades antiproliferativas,
incluido el cancer. Las combinaciones comprenden (1) al menos un agente antiproliferativo, como se define en las
reivindicaciones y (2) un compuesto 1
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La invencién proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica para el tratamiento sinérgico del cancer,
que comprende al menos un agente anti-proliferativo como se define en las reivindicaciones, y el compuesto 1y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El agente antiproliferativo se administra de forma simultanea o antes o después de la administracion del compuesto
1.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra el espectro de citotoxicidad del Compuestol frente a un panel de lineas de células tumorales en
un ensayo de oncologia de diversas células. Los graficos de barras, a la derecha, representan los valores de Clso de
las lineas celulares enumeradas en la columna de la izquierda (de arriba a abajo).

La Figura 2 muestra un curso de tiempo del bloqueo mitético inducido mediante incubacion de células HCT116 en
presencia del Compuesto 1 7,5 nm.

La Figura 4 es un grafico que muestra la actividad antitumoral comparativa del Compuesto 1 y paclitaxel frente al
modelo de carcinoma de cancer de ovarios humano scPat-7.

Las Figuras 5A y 5B son graficos que muestran la actividad antitumoral comparativa de la administracion oral del
Compuesto 1y la administracion intravenosa de paclitaxel en el modelo de carcinoma ovaricos humano Pat-7.

La Figura 6 es un gréafico que muestra la dependencia de la actividad antitumoral del compuesto 1 sobre el régimen
de tratamiento en el modelo de cancer de ovarios humano A2780.

Descripcion detallada de la invencién

Las epotilonas imitan los efectos biolégicos del taxol (Bollag y col., Cancer Research 55: 2325-2333 (1995), y en
estudios de competicion actian como inhibidores competitivos de la union de taxol a los microtibulos. No obstante,
las epotilonas disfrutan de una ventaja significativa sobre el taxol en cuanto a que las epotilonas exhiben una
disminucion mucho menor de la potencia en comparacion con taxol frente a una linea celular resistente a mdltiples
farmacos (Bollag y col. (1995)). Ademas, las epotilonas son exportadas desde las células por la P-glicoproteina con
considerablemente menos eficiencia que el taxol (Gerth y col. (1996)).

El analogo de epotilona divulgado en el presente documento, cuando se usa en combinaciéon con al menos otro(s)
agente(s) anticanceroso(s) como se define en las reivindicaciones, demuestra una actividad citotéxica superior.

El analogo de epotilona para usar en la invenciéon es [1S 1R*3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*, 16S*]]-7,11-dihidroxi-
8,8,10,12,16-pentametil-3-[I-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4-aza-17oxabiciclo[14.1.0]-heptadecano-5,9-diona
(Compuesto 1). Este compuesto (Compuesto 1) es de férmula:

o) OH o .

El Compuesto 1, el analogo de epotilona de la invencién es un analogo de epotilona semisintético y tiene un modo
de accion andlogo al del paclitaxel (es decir, estabilizacion de los microtlibulos). No obstante, en estudios de
farmacologia clinica, se ha demostrado que el Compuesto 1 produce una mejora significativa sobre el paclitaxel en
varios aspectos clinicos. EI Compuesto 1 exhibe un espectro muy impresionante y amplio de actividad antitumoral
contra modelos tumores de colon humanos sensibles a paclitaxel (A2780, HCT116 y LS174T) y, mas importante,
también frente a tumores de colon humanos resistentes a paclitaxel (HCT116/VM46), a carcinoma de ovarios (Pat-7
y A2780Tax) y a carcinoma de mama (Pat-21). El Compuesto 1 es eficaz por via oral; la actividad antitumoral
producida tras la administracion oral es comparable con la producida mediante la administracién parenteral del
farmaco. Estos datos de eficacia preclinica indican que el Compuesto 1 demuestra mejor eficacia clinica en los tipos
de enfermedad sensibles e insensibles a TAXOL®.

El compuesto 1 se administra junto con al menos un agente antineoplasico, como se define en las reivindicaciones.
3
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Como se usa en el presente documento, la frase “agente antineoplasico” es sinénima de “agente quimioterapéutico”
ylo “agente antiproliferativo” y se refiere a compuestos que previenen el cancer o evita que las células
hiperproliferativas se multipliquen. Los agentes antiproliferativos impiden que las células cancerosas del siguiente
modo: (1) interfiriendo con la capacidad de las células para replicar el ADN e (2) induciendo la muerte celular y/o
apoptosis en las células cancerosas.

Los agentes citotdxicos antiproliferativos que se usan de acuerdo con la invencién son: cisplatino; capecitabina;
inhibidores del VEGF seleccionados de anticuerpos anti-VEGF, ZD6474 y SU6668; u el anticuerpo Imclone C225
inmunoespecifico del EGFR.

Por tanto, las combinaciones de la presente invencién se pueden usar para el tratamiento sinérgico de diversos
canceres, incluidos los siguientes:

carcinoma, incluido el de vejiga urinaria (incluido el cancer de vejiga urinaria acelerado y metastatico), de
mama, de colon (incluido el cancer colorrectal), renal, hepatico, pulmonar (incluido el cancer de pulmén de
células pequefias y no pequefias y el adenocarcinoma pulmonar), de ovarios, de prostata, de testiculos, del
tracto genitourinario, del sistema linfatico, de recto, de laringe, de pancreas (incluido el carcinoma pancreético
exocrino), de esofago, de estdbmago, de vesicula biliar, de cuello uterino, de tiroides y de piel (incluido
carcinoma de células escamosas); tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluida leucemia, leucemia
leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de células peludas, linfoma de Burkitt’; tumores hematopoyéticos de
linaje mieloide, incluidas leucemias mieldgenas agudas y crénicas, sindrome mielodisplasico, leucemia
mieloide y leucemia promielocitica; tumores del sistema nervioso periférico y central, incluidos astrocitoma,
neuroblastoma, glioma y schwannomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluidos fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma y osteosarcoma; y otros tumores, incluidos melanoma, xeroderma pigmentosum,
gueratoactantoma, seminoma, cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma.

Mas preferentemente, la invencion se usa para tratar los canceres acelerados y metastasicos de la vejiga urinaria,
cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer colorrectal y cancer de
mama.

Los expertos en la técnica conocen la administracion segura y eficaz de la mayoria de estos agentes
quimioterapéuticos. Ademas, la administracion se describe en la literatura estandar.

Por ejemplo, la administracion de muchos agentes quimioterapéuticos se describe en "Physicians’ Desk Reference"
(PDR), p. €j., edicion de 1996 (Medical Economics Company, Montvale, NJ 07645-1742, EE.UU.).

El compuesto 1 puede prepararse mediante los procedimientos descritos documento W0O/9902514.

La presente invencion también abarca una composicion farmacéutica, como se define en las reivindicaciones, util en
el tratamiento del cancer, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de las
combinaciones de la presente invencién, con o sin vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Las
composiciones farmacéuticas sinérgicas de la presente invencibn comprenden un agente 0 agentes
antiproliferativos, el compuesto 1, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable como se define en las
reivindicaciones.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales
farmacéuticamente aceptables, tales como alimina, estabilizantes, agentes antimicrobianos, tampones, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, adyuvantes y similares. Los agentes antineoplasicos, el compuesto 1 y las
composiciones de la presente invencion se pueden administrar por via oral o parenteral, incluidas las vias de
administracion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, rectal y topica.

Para uso oral, los agentes antineoplasicos, el compuesto 1 y las composiciones de la presente invencion se pueden
administrar, por ejemplo, en forma de comprimidos o capsulas, polvos, granulos dispersables o sellos, o en forma de
soluciones o suspensiones acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, los vehiculos que se usan
habitualmente incluyen lactosa, almidon de maiz, carbonato de magnesio, talco y azlcar, y normalmente se afiaden
agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de céapsula, los
vehiculos Utiles incluyen lactosa, almidon de maiz, carbonato de magnesio, talco y azlUcar. Cuando se usan
suspensiones acuosas para administracion oral, normalmente se afiaden agentes emulsionantes y/o de suspension.

Ademas, a las composiciones orales se pueden afiadir agentes edulcorantes y/o aromatizantes. Para uso
intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo e intravenoso, normalmente se usan soluciones estériles del o los
ingrediente(s) activo(S) y el pH de las soluciones debera ajustarse y tamponarse de forma adecuada. Para uso
intravenoso, se controlard la concentracion total del o los solutos con el fin de convertir en isotdnica la preparacion.

Para preparar supositorios de acuerdo con la invencion, primero se funde una cera de bajo punto de fusion, tal como
una mezcla de glicéridos de &cidos grasos o manteca de cacao, y el ingrediente activo se dispersa
homogéneamente en la cera mediante, por ejemplo, agitacion. La mezcla homogénea fundida se vierte después en
moldes de tamafio conveniente y se dejan enfriar y, de este modo, solidificar.

4



10

15

20

25

ES 2384 789 T3

Las preparaciones liquidas incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Dichas preparaciones tienen como
ejemplo soluciones de agua o agua/propilenglicol para inyeccion parenteral. Las preparaciones liquidas pueden
incluir también soluciones para administracién intranasal.

Las preparaciones en aerosol adecuadas para inhalacién pueden incluir soluciones y sélidos en forma de polvo, que
pueden estar en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un gas comprimido inerte,

También se incluyen preparaciones sélidas que estan destinadas a convertirse, poco antes de usar, en
preparaciones en forma liquida para administracion oral o parenteral. Dichas formas liquidas incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiones.

El compuesto 1, asi como los agentes antineoplasicos, descrito en el presente documento también se pueden
administrar por via transdérmica. Las composiciones transdérmicas pueden tomar la forma de cremas, lociones,
aerosoles y/o emulsiones, y se pueden incluir en un parche transdérmico de la matriz o un tipo reservorio como los
convencionales en la técnica para este fin.

Las combinaciones de la presente invencion también se pueden usar junto con otras terapias bien conocidas que se
seleccionan por su utilidad concreta contra la afeccién que se est4 tratando.

Se formula como una dosis fija, los ingredientes activos de las composiciones de la combinacion de la presente
invencion se usan dentro de los intervalos de dosis que se describen mas adelante. Como alternativa, el
antineoplasico y el compuesto 1 se pueden administrar por separado en los intervalos de dosis que se describen
mas adelante. En una realizacion preferida de la presente invencion, el agente antineoplasico se administra en el
intervalo de dosis que se describe mas adelante después o simultaneamente a la administracion del compuesto 1 en
el intervalo de la dosis que se describe mas adelante.

La Tabla | indica las combinaciones quimioterapéuticas preferidas y dosis de ejemplo para usar en los
procedimientos de la presente invencion. El “Compuesto de Férmula I” es el Compuesto 1.

TABLA 1
COMBINACION QUIMIOTERAPEUTICA DOSIFICACION
mg/m? (por dosis)

Compuesto de Férmula | 0,1-100 mg/m2

+ cisplatino 5-150 mg/m2
Compuesto de Férmula | 0,1-100 mg/m2

+ Gemcitabina 100-3000 mg/m2
+ cisplatino 5-150 mg/m2
Compuesto de Férmula | 0,1-100 mg/m2

+ cisplatino 5-150 mg/m2

+ paclitaxel 40-250 mg/m2
Compuesto de Férmula | 0,1-100 mg/m2

+ cisplatino 5-150 mg/m2
+5FU 5-5.000 mg/m2
Compuesto de Férmula | 0,1-100 mg/m2

+ radiacion 200-8.000 cGy

+ 5FU 5-5.000 mg/m2

+ Cisplatino 5-150 mg/m2

En la Tabla | anterior, "5FU" representa 5-fluorouracilo y la “leucovorina” se puede usar como leucovorina célcica.

Aunque la Tabla | proporciona ejemplos de intervalos de dosificacion del compuesto 1 y ciertos agentes
anticancerosos de la invencion, al formular las composiciones farmacéuticas de la invencion, el clinico puede usar
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dosificaciones preferidas segun indica la afeccion del g)aciente gue se esté tratando. Por ejemplo, el Compuesto 1
puede administrarse, preferentemente, a 25-60 mg/m~ cada 3 semanas. Dosificaciones preferidas para cisplatino
son 75-120 mg/m2 administrados cada tres semanas. Cuando el procedimiento empleado usa radiacién, las
dosificaciones ?referidas estan dentro del intervalo de 200-6000 cGY. Dosificaciones preferidas para paclitaxel son
130-225 mg/m” cada 21 dias. Dosificaciones preferidas para gemcitabina estan dentro del intervalo de 80-1.500
mg/m2 administrados semanalmente. Dosificaciones preferidas para leucovorina son 10-600 mg/m2 administrados
semanalmente.

La dosificacién real usada puede variar en funcion de los requisitos del paciente y de la gravedad de la afeccion que
se esté tratando. La determinacion de la dosificacion adecuada para una situacién concreta esta dentro de la
experiencia en la técnica. En general, el tratamiento s inicia con dosificaciones menores que son inferiores a la dosis
optima del compuesto. Después, la dosis se aumenta en pequefias cantidades hasta que se alcanza el efecto
optimo en las circunstancias dadas. Por comodidad, la dosificacion diaria total se puede dividir y administrar en
porciones durante el dia, si se desea. También se puede usar terapia intermitente (p. €j., una semana de cada tres
semanas o tres de cada cuatro semanas).

Ciertos canceres pueden tratarse de forma eficaz con el compuesto 1 y una pluralidad de agentes anticancerosos.
Dichas combinaciones ftriples y cuadruples pueden proporcionar mayor eficacia. Cuando se usan en dichas
combinaciones triples y cuadruples se pueden usar las dosificaciones indicadas anteriormente.

Al usar composiciones de la presente invencién, también se pueden administrar, segun se desee, otros agentes
usados en la modulacion del crecimiento o la metastasis rumoran en un contexto clinico, tales como antieméticos.

El agente neoplasico, como se define en las reivindicaciones, y el compuesto 1 se administran de forma simultanea
0 secuencial. Por tanto, aunque una formulacion farmacéutica que comprende agente(s) antineoplasico(s) y el
compuesto 1 puede ser ventajosa para administrar la combinacién para un tratamiento concreto, la administracion
previa del o los agente(s) antineoplasico(s) puede ser ventajosa en otro tratamiento. También se entiende que la
presente combinacion de agente(s) antineoplasico(s) y el compuesto 1 puede usarse junto con otros tratamientos
para el cancer (preferentemente tumores cancerosos), incluidas radioterapia y cirugia. Se entiende adicionalmente
gue un agente citostatico o quiescente, en su caso, se puede administrar secuencial o simultdneamente con
cualquiera o todas las demas terapias sinérgicas.

Las combinaciones de la presente invencion también se pueden coadministrar con otros agentes terapéuticos bien
conocidos que se seleccionan por su utilidad concreta contra la afeccién que se esta tratando. Como alternativa, las
combinaciones de la presente invencion pueden usarse secuencialmente con agente(s) farmacéuticamente
aceptable(s) conocidos(s) cuando una formulacion de combinacién es adecuada.

El o los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia se pueden administrar de acuerdo con protocolos
terapéuticos bien conocidos en la técnica. Sera evidente para los expertos en la técnica que la administracion del o
los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia se puede variar en funcién de la enfermedad que se esté
tratando y los efectos conocidos del o los agente(s) quimioterapéutico(s) y/o la radioterapia sobre dicha enfermedad.
Asimismo, de acuerdo con los conocimientos del clinico experto, los protocolos terapéuticos (p. €j., cantidades de las
dosis y tiempos de administracion) se pueden modificar a la luz de los efectos observados de los agentes
terapéuticos administrados (es decir, agente(s) antineoplasico(s) o radiacion) sobre el paciente y a la luz de las
respuestas observadas de la enfermedad a los agentes terapéuticos administrados.

El Compuesto 1 se administra de forma simultdnea o secuencia junto con un agente antiproliferativo como se define
en las reivindicaciones. Por tanto, no es necesario que el o los agentes quimioterapéutico(s) y el compuesto 1 se
administren de forma simultdnea o esencialmente simultanea. La ventaja de la administracion simultanea o
esencialmente simultdnea esta bien dentro de la determinacién del clinico experto.

Asimismo, en general, el compuesto 1 y el o los agentes quimioterapéutico(s), como se define en las
reivindicaciones, no tienen que administrarse en la misma composicion farmacéutica y pueden, por diferentes
caracteristicas fisicas y quimicas, tener que administrarse por vias diferentes. Por ejemplo, el compuesto 1 se puede
administrar por via oral para generar y mantener buenos niveles en sangre del mismo, mientras que el(los) agente(s)
guimioterapéuticos se pueden administrar por via intravenosa. La determinacion del modo de administracion y la
conveniencia de la administracion, cuando sea posible, en la misma composicion farmacéutica esta dentro de los
conocimientos del clinico experto. La administracion inicial se puede realizar de acuerdo con los protocolos
establecidos conocidos en la técnica y, después, en base a los efectos observados, el clinico experto puede variar la
dosificacion, los modos de administracién y los tiempos de administracion.

La eleccion concreta del compuesto 1 y del o los agente(s) citotdxico(s) antiproliferativo(s), como se define en las
reivindicaciones, o la radiacion dependera del diagndstico del los médicos de atencion y su juicio de la afeccion del
paciente y el protocolo de tratamiento adecuado.

Si el compuesto 1 y el o los agente(s) antineoplasico(s) no se administran de forma simultdnea o esencialmente
simultanea, la orden inicial de administracion del compuesto 1 y el o los agentes(s) quimioterapéuticos se pueden
variar. Por tanto, por ejemplo, el compuesto 1 se puede administrar primero, seguido de la administracién del o los
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agentes antiproliferativos; o el o los agentes antiproliferativos se pueden administrar primero seguido de la
administracion del compuesto 1. Esta administracion alternativa se puede repetir durante un Unico protocolo de
tratamiento. La determinacién del orden de administracion y el nUmero de repeticiones de administracion de cada
agente terapéutico durante un protocolo de tratamiento estd dentro de los conocimientos del médico experto tras la
evaluacion de la enfermedad que se esta tratando y la afeccion del paciente. Por ejemplo, el o los agentes
antineoplasicos se pueden administrar inicialmente, especialmente si se usa un agente citotoxico. Después, el
tratamiento continua con la administracién del compuesto 1 y seguido, opcionalmente, por la administracion de un
agente citostético, si se desea, hasta que el protocolo de tratamiento esté completo.

Por tanto, de acuerdo con la experiencia y conocimientos, el médico de atencién puede modificar cada protocolo
para el administracion de un componente (agentes terapéutico, es decir el compuesto 1, agente(s) antineoplasico(s))
del tratamiento de acuerdo con las necesidades de cada paciente individual, a medida que el tratamiento procede.

El médico de atencion, a la hora de juzgar si el tratamiento es eficaz a la dosis administrada, considerara el
bienestar general del paciente asi como signos mas claros, tales como el alivio de los sintomas relacionados con la
enfermedad, la inhibicion del crecimiento tumoral la reduccion real del tamafio del tumor o la inhibicion de la
metastasis. El tamafio del tumor se puede medir mediante procedimientos convencionales, tales como estudios
radiologicos, por ejemplo CAT o RM, y se pueden usar mediciones sucesivas para juzgar si el crecimiento del tumor
se ha retrasado o no o incluso si se ha invertido. El alivio de los sintomas relacionados con la enfermedad, como el
dolor, y la mejora de la afeccion global también se pueden usar para ayudar a juzgar la eficacia del tratamiento.

Con el fin de facilitar una comprension adicional de la invencion, los ejemplos siguientes se presentan principalmente
con el fin de ilustrar detalles mas especificos de la misma.

Protocolo experimental
Compuestos
Las siguientes designaciones se usan para identificar los compuestos de ensayo en los ejemplos:

Compuesto 1. [1S-1R*3R*(E),7R*10S* 11R* 12R* 16S*]]-7,11-dihidroxi-8,8,10,12,16-pentametil-3-[1-metil-2-(2-
metil-4-tiazolil)etenil]-4-aza-17-oxabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona

Sustancias quimicas y soluciones:

A menos que se especifique lo contrario, las sustancias quimicas y las soluciones usadas para el mantenimiento del
cultivo celular se obtuvieron en GIBCO/ BRL. Los instrumentos para cultivo tisular estéril se obtuvieron de Corning,
NY. Los demés reactivos procedian de Sigma o Fisher con el mayor grado disponible.

Administracién del farmaco

Para la administracion del compuesto 1 (una epotilona) a roedores se han usado dos excipientes diferentes: (1)
etanol/agua 1:9, v/v) y (2) Cremophor®/ etanol/agua (1:1:8, v/v). El compuesto 1 se disolvié primero en etanol o una
mezcla de Cremophor®/etanol (50:50). La dilucion final a la concentracion de la dosificacion requerida se hace
menos de 1 hora antes de la administracion del farmaco. Para la administraciéon parenteral (IV), la dilucion se hizo
con agua de modo que las soluciones de dosificacion contienen la composicién del excipiente especificada descrita
anteriormente. Para la administracion oral (PO), la dilucién se hizo con tampén de fosfato sédico 0,25M (pH= 8,0) a
una proporcién de 30/70, viv. El paclitaxel se disolvi6 en una mezcla de 50/50 de etanol y Cremophor® y se
almacend a 4 °C; la dilucion final de paclitaxel se obtuvo inmediatamente antes de la administracién del farmaco con
NaCl al 0,9 %. El volumen de todos los compuestos inyectado fue de 0,01 ml/g de ratén y 0,005 ml/g de ratas.

Lineas celulares tumorales:

Las lineas celulares de carcinoma humano HCT116 y células HCT116/VM46, una variante de MDR [1], se
mantuvieron en medio McCoy'’s 5A (GIBCO) y 10 % de suero bovino fetal al 10 % inactivado con calor (GIBCO). Las
células de carcinoma ovarico humano A2780 y células A2780Tax obtenidos del Dr. Antonio Fojo (NCI, Bethesda,
MD) se mantuvieron en IMEM (GIBCO) y 10% de suero bovino fetal al 10 % (GIBCO). Esta linea celular resistente a
paclitaxel no sobreexpresa la P-glicoproteina pero tiene mutaciones puntuales e el isotipo M40 de la beta-tubulina
[2]. La tubulina purificada aislada de estas células resistentes es refractaria a la polimerizaciéon mediante paclitaxel y
se piensa que representa la resistencia a este farmaco y la sensibilidad colateral a los agentes de despolimerizacion
de microtubulos, tales como vinblastina.

Ensayo de citotoxicidad:

La citotoxicidad in vitro se evalu6 en células tumorales mediante un ensayo colorimétrico basado en tetrazolio, que
aprovecha la conversion metabdlica de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfenil)-2H-
tetrazolio, sal interna) en una forma reducida que absorbe la luz a 492 nm [3]. Las células se sembraran 24 horas
antes de la adicién del farmaco. Tras una incubacion durante 72 horas a 37 °C con compuesto diluido en serie, a las
células se afadi6 MTS, en combinacion con el agente de acoplamiento electronico metosulfato de fenazina. La
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incubacién continué durante 2 horas, después se midi6 la absorbancia del medio a 492 nm con un espectrofotometro
para obtener el nUmero de células supervivientes respecto a las poblaciones control. Los resultados se expresan
como la mediana de las concentraciones citotoxicas (valores de CI50).

Ensayo de formacién de colonias de células clonogénicas:

Mediante un ensayo de formacién de colonias se evalud in vitro la potencia con el compuesto 1 y paclitaxel mata las
células tumorales clonogénicas (las células que pueden dividirse indefinidamente para formar una colonia). Se
determind la concentracion necesaria para matar las células de carcinoma de colon humano HCT-116 clonogénicas
en un 90 % (es decir la Clg). El andlisis de los efectos del tratamiento de combinacion in vitro se realizé6 mediante
isobolograma y los procedimientos de multiplicidad descritos por Stephens and Steel [4].

Ensayo de polimerizacion de tubulina:

La potencia con la cual el Compuesto 1 y paclitaxel polimerizan la tubulina aislada de cerebro de ternero se evalu6
mediante la técnica publicada [5, 6].

Animales:

Todos los roedores se obtuvieron de Harlan Sprague Dawley Co. (Indianapolis, Indiana) y e mantuvieron en un
ambiente sin amoniaco en una colonia definida y sin patégenos. El programa de asistencia animal de Bristol-Myers
Squibb Pharmaceutical Research Institute estd completamente acreditado por la American Association for
Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC).

Ensayos antitumorales in vivo

Se usaron los siguientes tumores humanos: de ovarios A2780, de ovarios A2780Tax (establecido a partir de las
células obtenidas del Dr. Antonio Fojo, Medicine Branch, NCI, Bethesda, MD), de colon HCT116/VM46, de ovarios
Pat-7 (establecidos de una biopsia tumoral proporcionada por el Dr. Thomas Hamilton, Fox Chase Cancer Center,
Philadelphia, PA) de un paciente que habia desarrollado resistencia a TAXOL®). También se emple6 el
fibrosarcoma murino M5076.

Los tumores humanos se mantuvieron en ratones atimicos Balb/c nu/nu. M5076 se mantuvo en ratones C57BL/6.
Los tumores se propagaron como transplantes subcutédneos en la cepa de raton adecuada usando fragmentos de
tumor obtenidos de ratones donantes.

Los tumores siguientes se pasaron en la cepa huésped de ratén indicada: fibrosarcoma M5076 murino (M5076) en
ratones C57BI/6-, carcinomas de ovarios humanos A2780 y Pat-7, carcinoma de colon HCT116, HCT116/VM46 y
LS174T, carcinoma de mama Pat-21 en ratones atimicos. El paso del tumor se produjo dos veces a la semana para
tumores murinos y aproximadamente cada de dos a ocho semanas para las diversas lineas tumorales humanas.
Con respecto a los ensayos de eficacia se implantaron tumores M5076 en ratones hibridos (C57BI/6 x DBA/2)F1 y
tumores humanos en ratones atimicos. Todos los implantes tumorales para los ensayos de eficacia se realizaron por
via subcutanea (sc).

El nimero requerido de animales necesarios para detectar una respuesta significativa se agruparon al inicio del
experimento y a cada uno se le realizé un implante subcutaneo de un fragmento de tumor (¢ 50 mg) con un trocar de
13 gauge. Para el tratamiento de tumores en estadio precoz, se agruparon de nuevo los animales antes de la
distribucién a los diversos grupos de tratamiento y control. Para el tratamiento de animales con enfermedad en
estadio avanzado se dejaron crecer los tumores hasta la ventana de tamafio predeterminado (se excluyeron los
tumores fuera de los limites) y los animales se distribuyeron de forma uniforme a diversos grupos de tratamiento y
control. El tratamiento de cada animal se baso en el peso corporal individual. Se comprobo en los animales tratados
la existencia de toxicidad/mortalidad relacionada con el tratamiento a diario. Cada grupo de animales se peso6 antes
del inicio del tratamiento (Stl) y, después, de nuevo, tras la Ultima dosis de tratamiento (St2). La diferencia en el
peso corporal (St2-St1) proporciona una medida de la toxicidad relacionada con el tratamiento.

La respuesta tumoral se determiné mediante la medicion de los tumores con un compéas dos veces a la semana,
hasta que los tumores que alcanzan un tamafio “diana” predeterminado de 1 g. Los pesos tumorales (mg) se
estimaron a partir de la férmula:

Peso tumoral= (longitud x anchura?) + 2

La actividad antitumoral se evalué a la dosis maxima tolerada (DMT), que se define como el nivel de dosis
inmediatamente por debajo de la que produjo una toxicidad excesiva (es decir, mas de una muerte). La DMT con
frecuencia fue equivalente a la DO. Cuando se produjo la muerte se registré el dia de la muerte. Los ratones
tratados que murieron antes de que sus tumores alcanzaran el tamafio diana se consider6 que habian muerto por
toxicidad relacionada con el farmaco. Ningun raton del grupo control murié con tumores con un tamafio menor que el
tamafio diana. Se consider6 que los grupos de tratamiento con mas de una muerte producida por toxicidad
relacionada con el farmaco habian tenido tratamientos excesivamente téxicos y sus datos no se incluyeron en la
evaluacion de la eficacia antitumoral del compuesto.
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El criterio de valoracion de la respuesta del tumor se expresé en términos de retraso del crecimiento tumoral (valor
T-C), definido como la diferencia en tiempo (dias) requerido para que los tumores tratados (T) alcanzaran un tamafio
diana predeterminado en comparacion con los del grupo control (C).

Para estimar la muerte de las células tumorales, primero se calcul6 el tiempo de duplicaciéon del volumen tumoral
con la formula:

TVT= Mediana del tiempo (dias) para que los tumores control alcancen el tamafo
diana—mediana del tiempo (dias) para que los tumores control alcancen la mitad del
tamafo diana

y
Log de muerte celular=T-C + (3,32 X TCDT)
Las evaluaciones estadisticas de los datos se realizaron usando la prueba de Wilcoxon generalizada de Gehan [7].

Ejemplo | (Referencia)

El compuesto 1 demuetsra citotoxicidad contra las células cancerosas in vitro

El compuesto 1 tiene una actividad de amplio espectro contra un panel de lineas de células tumorales in vitro. De las
21 lineas celulares analizadas (Figura 1), 18 tienen valores de Clso entre 1,4-6 nM. Tres lineas celulares tienen
valores de Clsp superiores a 6 nM. frente a dos lineas de tumor de colon altamente resistentes a multiples farmacos
(MDR) HCT116/VM46 (24,5 nM) y MIP (24,8 nM) y la linea celular de fibroblastos de pulmén de ratén normal ((34,5
nM). Cabe destacar el Compuesto 1 “superd” sustancialmente la resistencia a multiples farmacos inherente en estas
lineas celulares. Por tanto, para paclitaxel, las proporciones de las concentraciones (R/S, o proporcion de
resistencia) requeridas para inhibir el crecimiento celular en un 50 % en estas lineas resistentes frente a las
requeridas para la linea HCT116 sensible fueron 155 y <<55 respectivamente, para HCT116/VM46 y MIP. En
comparacion, las proporciones R/S para el Compuesto 1 fueron solo 9,4 y 9,5, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Citotoxicidad in vitro del Compuesto 1y Paclitaxel en lineas de células tumorales sensibles y
resistentes a paclitaxel.

CI50, nM (proporcién de resistencia)

Compuesto HCT-116 HCT-116/VM46 MIP
Paclitaxel 2,1 326 (155) >>112 (<<53)
Compuesto 1 2,6 24,5 (9,4) 24,8 (9,5)

Mecanismo de citotoxicidad- Polimerizacién de tubulina

Las actividades citotéxicas de las epotilonas, como las de los taxanos, se han relacionado con la estabilizacion de
los microtubulos, lo que tiene como resultado la detencion de la mitosis en la transicion G2/M. A este respecto la
potencia, la potencia del Compuesto 1 es similar a las de sus dos anélogos naturales, las epotilonas Ay B (Tabla 3).

Tabla 3. Potencia de la polimerizacion de tubulina de tres epotilonas en relacién con paclitaxel

Analogo Potencia de la polimerizacion, CEg 1 | Proporciéon de la potencia de la
(uM) polimerizacion del andlogo/paclitaxel

Compuesto 1 3,5 0,4

(Epotilona A) 2,0 0,4

(Epotilona B) 1,8 0,3

Paclitaxel 8,5,5,0, 6,0 1,0
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Ejemplo 2 (referencia):

El compuesto 1 inhibe la progresidn del ciclo celular

De forma similar al paclitaxel, el Compuesto 1 bloguea las células en la fase mitética del ciclo de division celular.
Ademas, la concentracion del Compuesto 1 necesaria para detener las células en la mitosis se corresponde bien con
la concentraciéon requerida para matar las células sobre la misma duraciéon del tratamiento. Por tanto, como se
muestra en la Figura 2, el Compuesto 1, a una concentracién cercana al valor de la CI90 (+7.5 nM), bloquea casi
completamente las células en mitosis en 8 horas.

Ejemplo 3

Quimioterapia de combinacién in vitro

El éxito de un agente anticanceroso depende no solo de su actividad antitumoral como agente Unico, sino también
de su capacidad para combinarse con éxito con otros farmacos antineoplasicos. Como el paclitaxel, el Compuesto 1
induce una profunda perturbacién en el ciclo celular deteniendo las células en la mitosis. Por estas razones, es
particularmente pertinente investigar el comportamiento del Compuesto 1 cuando se usa quimioterapia de
combinacién. Los ensayos de formacién de colonias se usaron para analizar la citotoxicidad del Compuesto 1 en
combinacion con varios agentes anticancerosos seleccionados de diversos mecanismos de accion in vitro.

Los analisis en isobologramas mostraron que el modo de interaccion entre el Compuesto 1 y otros agentes
citotéxicos in vitro depende del farmaco, la secuencia y la dosis, y puede variar desde sinergia a antagonismo (Tabla
4).

En el caso del cisplatino, se observé adicion o suma cuando los dos agentes se usaron secuencialmente, pero se
obtuvo sinergia para el tratamiento simultaneo.

Tabla 4. El efecto de la secuencia de la exposicion al farmaco sobre la interaccion citotdxica entre el
Compuesto 1y otros cinco agentes antineoplasicos en la linea celular de carcinoma de colon humano

HCT116
Secuencia de la combinacion Modo de interaccién
+ Cisplatino (dafia el ADN)
Compuesto 1 — Cisplatino Adicion
Cisplatino —» Compuesto 1 Adicion
Simultaneo Sinergia

Ejemplo 4 (Referencia):

Actividad antitumoral mediante administracion parenteral

El Compuesto 1 se evalud en un panel de ocho modelos de tumores humanos y murinos. Se escogieron cinco por
su resistencia al paclitaxel (Tabla 5) y se incluyeron tres modelos sensibles a paclitaxel con el fin de obtener una
evaluacion completa del espectro de actividad antitumoral del Compuesto 1.

Modelos de tumor refractarios a paclitaxel

1. Modelo de carcinoma ovérico resistente a TAXOL® derivado clinicamente de Pat-7

Este modelo de tumor se establecio a partir de una biopsia tumoral de un paciente de cancer de ovarios (Pat-7), que
inicialmente respondié al tratamiento con TAXOL® pero que, en Ultima instancia, desarrollé resistencia a él tras
nueve cursos de monoterapia con TAXOL®. Antes del tratamiento con TAXOL®, Pat-7 también recibié otros
numerosos agentes quimioterapéuticos, incluidos carboplatino, citoxan, VP-16, ifosfamida y altretamina. Se tomd la
biopsia tumoral tras el desarrollo de resistencia a TAXOL®.

El Compuesto 1 se administrd a ratones atimicos portadores de tumores estatificados usando un programa de cada
2 dias x 5. Una dosis 6ptima fue altamente activa, provocando 2,1y 4,5 LCK en dos ensayos distintos (Tabla 6 y
figura 4). Evaluado a la vez,, el paclitaxel IV dio 0,6 y 1,3 LCK, respectivamente, a su dosis y programa 6ptimos.

Para evaluar la actividad del Compuesto 1 en una segunda especie se implantd Pat-7 en ratas atimicas
inmunocomprometidas y se administré6 el Compuesto 1 en un programa IV, cada 8 dias x 2 (Tabla 6). A la dosis
optima de 3 mg/kg/iny., el Compuesto 1 era altamente activo, produjo 4 de 6 curaciones. En comparacion, el
paclitaxel produjo 2,2 LCK a su dosis 6ptima, y ninguna curacion (n= 6).

10




10

15

20

25

30

35

ES 2384 789 T3

2. Xenoinjerto de carcinoma ovarico humano A2780Tax (tubulina mutada)

A2780Tax es un modelo de carcinoma de ovarios humano resistente a paclitaxel. Se obtuvo de la linea A2780
parental sensible mediante coincubacion de células con paclitaxel y verapamilo, un agente de inversion de MDR. Se
ha demostrado que su mecanismo de resistencia no esta relacionado con MDR y se atribuye a una mutacién en el
gen que codifica la proteina beta-tubulina [2].

El Compuesto 1 administrado a ratones portadores de tumores estatificados usando un programa de cada 2 dias x 5
dio 2,5 LCK a su DMT (6,3 mg/kg/iny.). En comparacion, el paclitaxel IV dio 0,8 LCK a su DMT. El Compuesto 1 es
significativamente mejor que el paclitaxel en este ensayo (Tabla 6).

3. Xenoinjerto de carcinoma de colon humano HCT116/VM46 (resistente a multiples farmacos).

HCT116/VM46 es un carcinoma de colon resistente a MDR desarrollado a partir de la linea parental HCT116
sensible. In vivo, en ratones atimicos, se ha demostrado de forma consistente que HCT116/VM46 es muy resistente
al paclitaxel (Tabla 5). En 12 estudios consecutivos, el paclitaxel, a su DMT, provoc6 LCK bajas que variaron de O-
0,9 (mediana = LCK 0,35).

El tratamiento con el Compuesto 1 de ratones portadores de tumores HCT116/VM46 estatificados usando un
programa de cada 2 dias x 5 produjo efectos antitumorales significativos. A su dosis 6ptima (4,8-6,3 mg/kg/iny.) en 3
estudios distintos, el Compuesto 1 di 3,1, 1,3 y 1,8 LCK. En contraste, evaluado a la vez,, el paclitaxel IV dio 0,4 y
0,7 LCK, respectivamente, a su DMT en los primeros dos ensayos.

4. Pat-21, Modelo de cancer de mama resistente a paclitaxel derivado clinicamente

El Pat-21 es un modelo de tumor resistente a paclitaxel de primer pase establecido a partir de una biopsia tumoral
de un paciente de cancer de mama con enfermedad metastasica al que se le administrd, pero no respondid, una
terapia experimental consistente en 5 ciclos de TAXOL® en combinacion con el agente de inversion de resistencia a
multiples farmacos dexverapamilo. Antes de la terapia con TAXOL®, el paciente también recibié quimioterapia
consistente en adriamicina, citoxan, metotrexato y 5-FU. Se obtuvieron biopsias tumorales tras la suspension de la
terapia con TAXOL®.

Pat-21 crece a una velocidad lenta relativa en ratones atimicos, de modo que dobla su volumen aproximadamente
cada 3 semanas. Para una evaluacion de la eficacia antitumoral se administraron dos cursos del Compuesto 1 o
paclitaxel a ratones portadores de tumores Pat-21 estadificados a aproximadamente 100 mg. Los dos cursos se
separaron en un intervalo de 3 semanas. Cada curso consistiéo en 3 dosis administradas cada 4 dias. El paclitaxel
fue completamente inactivo contra este modelo, de modo que dio 0,3 LCK a su DMT de 36 mg/kg/iny. En contraste
con ello, el Compuesto 1 fue significativamente activo, dando actualmente un valor de LXK de > 1,5 LCK a su dosis
Optima de 10 mg/kg iny.

5. Modelo de sarcoma murino M5076

El M5076 es un fibrosarcoma de raton que es refractario de forma inherente al paclitaxel in vivo. El Compuesto 1,
analizado IV con un programa de cada 2 dias x 5 frente a los tumores sc no estatificados, fue inactivo a su DMT de
8,4 mgl/kgl/iny., de modo que dio 0,5 y 0,7 LCK, respectivamente, en dos experimentos separados (Tabla 6).
Analizado de forma concomitante, el paclitaxel IV administrado segin su programa 6ptimo, también fue inactivo y dio
0,1y 0,5 LCK respectivamente.

En un estudio aparte, el Compuesto 1 se administré mediante un programa de dosificacion menos frecuente (cada 4
dias x 3) y se demostré una mejor actividad antitumoral, de modo que dio 1,0 LCK a la DMT de 24 mg/kg/iny.

Tabla 5. Caracteristicas del modelo tumoral

Tumor Histologia Sensibilidad al paclitaxel Mecar!ismo(fs) de
resistencia
Humano
Pat-7 Ovarios Resistente’ MDR, MRP?
A2780Tax Ovarios Resistente Mutacion de tubulina
HCT116/VM46 Colon Resistente MDR
Pat-21 Mama Resistente® Desconocido
A2780 Ovarios Sensible -
HCT116 Colon Sensible -
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LS174T Colon Sensible -

Murino

M5076 Fibrosarcoma Resistente Desconocido, no MDR

'Resistencia clinica al TAXOL

’MIP= proteina relacionada con la resistencia a multiples farmacos

Tabla 6 Actividad antitumoral preclinica del Compuesto 1y Paclitaxel frente a tumores resistentes a
paclitaxel

Compuesto 1

Tumor N° export. Reg., programa DO’ LCK? PACLITAXEL
(curaciones/total) LCK?®
(mg/kg)
Tumores humanos en ratones atimicos
Pat-7 R403 IV, c2dx5 4,8 2,1 0,6
8 IV, c2dx5 6,3 4,5 1,3
12 IV, c2dx5 6,3 2,1
A2780Tax 12 IV, c2dx5 6,3 2,5 0,8
HCTVM4 32 IV, c2dx5 4.8 3,1 0,4
6 33 IV, c2dx5 4,8 1,3 0,7
35 IV, c2dx5 6.3 1.8 NR*
35 IV, c4dx3 16 2.0 NR*
Respuestas previas al paclitaxel en 12 estudios consecutivos (0,4,0,7,0,4,0,3,0,3,0,0,0,2,0,1,0,9,0,9,0,3,0,3)
Pat-21 R667 v 10 >1,5° 0,3
c4dx3
41,68
Tumores humanos en ratas atimicas
Pat-7 15 v 3 >5(4,/6) 2,2 (0/6)
c8dx2
Tumores murinos
M5076 159 IV c2dx5 8,4 0,5 0,1
162 IV c2dx5 8,4 0,7 0,5
172 IV c4dx3 24 1,0 NR

DO, dosis 6ptima o dosis maxima tolerada (DMT).

% LCK, log de muerte celular. Cuando el 50 % o mas de los animales tratados se curan, el valor de LCK se calcula
en base a las mediciones del tumor de la ultima fecha disponible antes de declarar la curacién y representa una
estimacién minima (>). En dichos casos también se describen las tasas de curacion.

®|.CK son para la dosis 6ptima (la dosis varia de 24-36 mg/kg/iny.), o dosis mas elevada analizada en caso de que
sea inactivo.

*NR, no realizado.

® Estudio en progreso. Andlisis provisional basado en los datos de medicion del tumor la Ultima fecha disponible
(6/8/99) indica el retraso del crecimiento tumoral equivalente a al menos 1,5 LCK.

Modelos de tumor sensible a paclitaxel

1. Modelo de carcinoma de ovarios A2780

El A2780 es un modelo de carcinoma de ovarios humano de crecimiento rapido que es muy sensible al paclitaxel
(Tabla 6). Ratones atimicos portadores de tumores estatificados se trataron con el Compuesto 1 usando el
“programa optimizado con paclitaxel” de administracion IV cada 2 dias para un total de 5 inyecciones (cada 2 dias x
5). A la dosis maxima tolerada (6,3 mg/kg/iny.), el compuesto 1 es muy activo, de modo que da > 4,8,2y 3,1 LCK en
3 estudios distintos. Evaluado a la vez, el paclitaxel IV incluido en los primeros dos estudios, dio 2 y 3,5 LCK,
respectivamente, a su dosis éptima.
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También se uso el A2780 en ratas atimicas. El Compuesto 1, analizado a su DMT (1,2 mg/kg/iny.) y administrado
cada 2 dias x 5, fue inactivo cuando se analizé (0,3 LCK). El paclitaxel IV analizado de forma concomitante fue
altamente activo, proporciond 5 de 7 curaciones en este estudio. En los estudios posteriores en ratones con los
tumores A2780 se ha demostrado que una dosis menos frecuente del compuesto 1 se tolera mejor y da una
actividad mejorada (véase la Tabla 6). Por tanto, la falta de actividad en ratas atimicas para el Compuesto 1 puede
deberse al programa de tratamiento subdptimo empleado. Por ejemplo, en estudios posteriores usando los tumores
Pat-7 resistentes a paclitaxel, se demostré que el compuesto 1 poseia una actividad antitumoral significativa cuando
se administré a un programa de dosificacion menos frecuente de cada 8 dias x 2 (Tabla 6).

2. Modelo de carcinoma de colon humano HCT116

HCT116 es un modelo de carcinoma de colon humano que se ha demostrado que es muy sensible al paclitaxel in
vivo. El Compuesto 1 administrado a ratones atimicos portadores de tumores HCT116 estadificados (- 100 mg) es
muy activo, produce > 6,3 LCK y un gran nimero de curaciones a tres programas de tratamiento diferentes: cada 2
dias x 5 dosis, cada 4 dias x 3 y cada 8 dias x 2 (Tabla 7). No obstante, estas actividades, aunque impresionantes,
eran comparables, pero no superiores, a los resultados anteriores obtenidos para paclitaxel administrado a su dosis
y programa optimos.

3. LS174T.

LS174T es un modelo de carcinoma de colon humano que se sabe que es sensible al paclitaxel. EIl Compuesto 1,
administrado cada 4 dias z 3 produjo 2,3 LCK a su DMT de 16 mg/kg/iny. En comparacion, el paclitaxel IV analizado
de forma concomitante dio 2,0 LCK a su régimen optimo de 36 mg/kg/iny., administrados cada 2 dias para 5 dosis
(Tabla 7).

Tabla 7 Actividad antitumoral preclinica del Compuesto 1y Paclitaxel frente a tumores sensibles a paclitaxel

Compuesto 1

Tumor N° export. Reg., programa DO’ LCK? Paclitaxel
(mg/kg) (curaciones/total) LCK”

Tumores humanos en ratones atimicos

A2780 89 IV, c2dx5 6,3 > 4,8 (3/7) 2
92 IV, c2dx5 6,3 2 35
111 IV, c2dx5 4,8 31 NR*
115 IV, c2dx5 6,3 2,4 NR
115 IV, c4dx3 16 >5,3 NR

HCT116 52 IV, c2dx5 6,3 > 6,3 (4/8) NR
52 IV, c4dx3 10 > 6,3 (5/8) NR
52 IV, c8dx2 24 > 6,3 (8/8) NR

LS174T R578 IV, c4dx3 16 2,3 2,0

DO, dosis 6ptima o dosis maxima tolerada (DMT).

% LCK, log de muerte celular. Cuando el 50 % o mas de los animales tratados se curan, el valor de LCK se calcula
en base a las mediciones del tumor de la Gltima fecha antes de la curacion y representa una estimacion minima de
LCK (>). En dichos casos también se describen las tasas de curacion.

®LCK son para la dosis optima (la dosis varia de 24-36 mg/kg), o dosis més elevada analizada en caso de que sea
inactivo.

*NR, no realizado.

Ejemplo 5 (Referencia):

Actividad antitumoral mediante la via oral de administracion

El hecho de que el Compuesto 1 es significativamente mas estable a pH neutro que a un pH bajo proporcionado por
el impetu para la evaluacion del Compuesto 1 mediante administracién oral (PO) en un vehiculo tampén de pH
(fosfato potasico 0,25M, pH 8,0). Usando un programa cada 2 dias x 5, el Compuesto 1 fue muy activo por via oral
contra los modelos de carcinoma ovarico humano Pat-7. En dos estudios distintos, el Compuesto 1 oral dio 3,1y 2,5
LCK a su DMT (Figura 5 y Tabla 8). En comparacion, el paclitaxel IV analizado de forma concomitante produjo 1,3 y
1,2 LCK, respectivamente, a su dosis y programa optimos.

En el modelo de carcinoma de colon humano HCT116, el Compuesto 1 administrado por via oral curé siete de ocho
ratones cuando se administré a una dosis de 90 mg/kg/adm., cada 2 dias para 5 dosis. Obsérvese que este grado
de actividad antitumoral fue equivalente al obtenido mediante el mejor régimen IV analizado de forma concomitante
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(cada 8 dias x 2, véase la Tabla 6).

Tabla 8 Actividad antitumoral del Compuesto 1 oral y Paclitaxel IV

Compuesto 1 (PO)

Tumor N° export. Reg., programa DO’ LCK? Paclitaxel (V)
(mg/kg) (curaciones/total) LCK”
Pat-7 8 PO, c2dx5 60 3,1 1,3
9 PO, c2dx5 80 2,5 1,2
HCT116 52 PO, c2dx5 90 > 6,3 (7/8) NR*

'DO, dosis 6ptima o dosis maxima tolerada (DMT).

2 LCK, log de muerte celular. Cuando el 50 % o mas de los animales tratados se curan, el valor de LCK se calcula
en base a las mediciones del tumor de la Gltima fecha antes de la curacion y representa una estimacion minima de
LCK (>). En dichos casos también se describen las tasas de curacion.

®LCK son para la dosis optima (la dosis varia de 24-36 mg/kg), o dosis més elevada analizada en caso de que sea
inactivo.

*NR, no realizado.

Dependencia del programa

Se realizaron varios estudios para evaluar la dependencia del programa del Compuesto 1. En el primer estudio,
usando los tumores A2780, el Compuesto 1 se administro a los ratones mediante dos programas diferentes: (1) el
programa tradicional (optimizado para paclitaxel) cada 2 dias x 5 y (2) el programa menos frecuente cada 4 dias x 3.
Aungue ambos programas eran activos, dando 2,4 y > 5,3 LCK, respectivamente, el programa de dosificacién menos
frecuente permite administrar un nivel de dosis mas elevado (DMT= 16 mg/kg/iny.) y funcion6 mucho mejor que el
programa mas frecuente (DMT= 6,3 mg/kg/iny.) (Figura 6 y Tabla 9).

En un segundo estudio, en el modelo de carcinoma de colon humano HCT116, se usaron tres programas de
tratamiento diferentes. c2dx5, c4dx3, asi como c8dx2. Todos los tratamientos fueron IV y los tumores se clasificaron
hasta 100 mg al inicio del tratamiento. Los mejores resultados se obtuvieron con el programa de tratamiento c8dx2.
A la dosis 6ptima de 24 mg/kg/iny., el Compuesto 1 produjo un 100% de curaciones (8 de 8 ratones). Los programas
de c4dx3 y c2dx5 dieron curaciones en 5 de 8 y 4 de 8 ratones, respectivamente (Tabla 9).

En otros dos estudios, usando los tumores Pat-7 y HCT116/VM46, se compar6 la eficacia de dos programas de
tratamiento 1V: c2dx5 y c4dx3. En ambos casos, los dos programas dan actividades antitumorales esencialmente
equivalentes (Tabla 9).

Tabla 9. Dependencia de programa de la actividad antitumoral del Compuesto 1.
Compuesto 1
Tumor N° export. Reg., programa DO" LCK?
(ma/kg) (curaciones/total)
A2780 115 IV, c2dx5 6.3 2,4 (0/8)
115 IV, c4dx3 16 >5,3 (3/7)
HCT116 52 IV, c2dx5 6,3 > 6,3 (4/8)
52 IV, c4dx3 10 > 6,3 (5/8)
52 IV, c8dx2 24 > 6,3 (8/8)
Pat-7 12 IV, c2dx5 6,3 2,1
12 IV, c4dx3 15 1,7
HCT116/VM46 35 IV, c2dx5 6,3 1,8
35 IV, c4dx3 16 2,0
DO, dosis 6ptima o dosis maxima tolerada (DMT).
2 LCK, log de muerte celular. Cuando el 50 % o mas de los animales tratados se curan, el valor
de LCK se calcula en base a las mediciones del tumor de la ultima fecha antes de la curaciéon y
representa una estimacion minima de LCK (>). En dichos casos también se describen las tasas
de curacion.

El Compuesto 1 ha mostrado claramente actividad antitumoral superior a paclitaxel en cinco tumores resistentes a
paclitaxel:
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- cuatro xenoinjertos de tumor humano y un tumor murino: el carcinoma ovarico Pat-7 resistente a paclitaxel derivado
clinicamente; el carcinoma ovarico A2780Tax que es resistente a paclitaxel por la mutacion de tubulina; el carcinoma
de colon HCT116/VM46 MDR, el carcinoma de mama Pat-21 resistente a paclitaxel derivado clinicamente y el
fibrosarcoma murino M5076. De nuevo, res xenoinjertos de tumor humano sensible a paclitaxel, el Compuesto 1
produjo actividad antitumoral equivalente al carcinoma ovarico A2780Tax:paclitaxel; carcinoma de colon humano
HCT116 y LS174T. Ademas, el Compuesto 1 es activo por via oral y produce una actividad antitumoral por via oral
gue es equivalente a la producida mediante administracion 1V del farmaco en os xenoinjertos tumorales humanos
diferentes.

Ejemplo 6 (Referencia):

Estudios farmacolégicos del compuesto 1 solo v en combinacién con otros agentes antineoplasicos en
pacientes con cancer avanzado

Dados los efectos citotdéxicos del Compuesto 1 tanto in vivo como in Vitro, se estan realizando ensayos clinicos de
fase | para evaluar la citotoxicidad en paciente con cancer avanzado. Se evalud a los pacientes con cancer ovarico
peritoneal, carcinoma pulmonar de células no pequefias, melanoma y cancer primario desconocido para determlnar
una respuesta objetiva. EIl Compuestol se administré en dosis crecientes que variaron de 7,4 mg/m a 65 mg/m
Estos estudios revelaron la DMT. La dosis recomendada para los ensayos clinicos de Fase Il es 50 mg/m usando
un programa cada 3 semanas.

El Compuesto 1 también se estd evaluando en estudios de fase | en comblnaC|on con otros agentes
quimioterapéuticos. EI Compuesto 1 se administrara a una dosis inicial de 30 mg/m en combinaciéon con
carboplatino a 6 AUC usando el programa de cada 3 semanas. Se estan realizando otros estudios para evaluar la
eficacia de la administracion combinada del Compuesto 1 a 30 mg/m y doxorubicina a 50 mg/m usando un
programa de cada 3 semanas. Tamblen se estan realizando reglmenes quimioterapéuticos de combinacién en los
que el Compuesto 1 a 30 mg/m se combina con CPT-11 a 150 mg/m

El Compuesto 1 también se esta realizando en ensayos clinicos de fase Il sobre pacientes de cancer que no han
respondido a regimenes de tratamiento usando taxanos, antraciclinas, platino y 5FU en combinacién con CPT-11.
En estos estudios, el Compuesto 1 se administrara usando un régimen de dosificacion consistente en 50 mg/m2 de
infusion intravenosa durante 1 hora cada tres semanas para 18 ciclos (RP y SD) o 4 ciclos tras RC.
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REIVINDICACIONES

1. Cisplatino y un compuesto que tiene la formula,

para uso en terapia.

5 2. Cisplatino y un compuesto que tiene la formula,

para uso en el tratamiento del cancer.

3. Uso de cisplatino y un compuesto que tiene la formula,

10 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

4. El anticuerpo C225 inmunoespecifico para el EGFR y un compuesto que tiene la formula,

para uso en terapia.
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5. El anticuerpo C225 inmunoespecifico para el EGFR y un compuesto que tiene la formula,

para uso en el tratamiento del cancer.

6. El anticuerpo C225 inmunoespecifico para el EGFR y un compuesto que tiene la formula,

para uso en el tratamiento de canceres acelerados y metastasicos de la vejiga urinaria, cancer de pancreas, cancer
de préstata, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer colorrectal y cancer de mama.

7. Uso del anticuerpo C225 inmunoespecifico para el EGFR y un compuesto que tiene la féormula,

\\O H

o OH ) ,

en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el cancer es cancer acelerado y metastasico de la vejiga
urinaria, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer colorrectal o
cancer de mama.

9. Un inhibidor del VEGF seleccionado de un anticuerpo anti-VEGF, ZD6474 o SU6668, y un compuesto que tiene la
féormula,
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para uso en terapia.

10. Un inhibidor del VEGF seleccionado de un anticuerpo
la féormula,

para uso en el tratamiento del cancer.
11. Uso de un inhibidor del VEGF seleccionado de un anticuerpo anti-VEGF, ZD6474 o SU6668, y un compuesto
que tiene la formula,

10 en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

12. Capecitabina y un compuesto que tiene la formula,

o Me
2
“,

para uso en terapia.
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13. Capecitabina y un compuesto que tiene la formula,

il ]

para uso en el tratamiento del cancer.

14. Uso de capecitabina y un compuesto que tiene la féormula,

we—g

en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cancer.

15. Una composicién farmacéutica para el tratamiento del cancer que comprende un compuesto que tiene la
férmula,

el ]

o OH 0 R

10 y un agente quimioterapéutico seleccionado de cisplatino, anticuerpo C225 inmunoespecifico del EGFR, un inhibidor
de VEGF seleccionado de un anticuerpo anti-VEGF, ZD6474 o SU6668, o capecitabina,
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FCQrppuesto 1

Linea celular Clso . ibl
M) resistente < ——fp= Sensible
A2780/DDP-S | 0.0028
A2780/DDP- _0.0018
A2780/TAX-S 1 0.0026
A2780/TAX-R_| 00049
OVCAR-3 ___| 00018
MCE-7 Os,QQZZZ.
SKBR3 ,
LNCAP ogois| | 00
0.0046
CT116 0!0(2125.
T1 ;
ST
MIP 0.0248
CACQ-2 NR
(A549 0.0052
TLX-1 0.0031
A431 1 00014
CCRF-CEM___| 0.0060
HL60 NR
K562 .. 0.0029
ABAE R
MJ.QQ______M! E — 0’8&5_
~ Mediana CI50 0:002_9_ 3 2 1 0 ﬁ_1 .'2
MediageoCl50 | 0.0039
“CI50 Min 0.0014 Log medio de la diferencia 10 (Cl 50)
CI50 Max 0.0345
Interrvalo (LogCi50) | 1,41

Figura 1
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Horas tras el tratamiento a CI90 conc.

. Figura 2
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