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DESCRIPCION
Método para tratar neoplasias hematopoyéticas
l. Introduccién

El cancer es una causa principal de muerte en el mundo industrializado y, a pesar de afos de investigacién, muchos
tipos de cancer carecen de un tratamiento terapéutico eficaz. Aunque la quimioterapia induce la remisiéon en la
mayoria de los pacientes adultos con leucemia mieloide aguda (AML), solo un pequefio porcentaje se cura con la
quimioterapia convencional. La recaida de las leucemias se debe en parte a la persistencia de las leucemias
residuales minimas que se mantienen viables dentro de nichos especializados, como nichos vasculares. Por lo tanto,
se necesitan con urgencia nuevas estrategias de tratamiento para bloquear la interaccion de las neoplasias
hematopoyéticas con células vasculares activadas, lo que interfiere con el establecimiento de nichos proleucémicos
en diversos organos y para erradicar la enfermedad resistente.

Se ha demostrado que la adhesion de células leucémicas a células del estroma confiere una mayor resistencia a los
agentes quimioterapéuticos y disminuye el indice de apoptosis de las células leucémicas. Este proceso, denominado
resistencia a farmacos mediada por la adhesion celular (CAM-DR), depende de la interaccién de las integrinas con
sus ligandos. La adhesion de VLA4 (antigeno 4 muy tardio, a4B1) células mieloides positivas para integrina, a las
células del estroma VCAM-1+ es un mediador importante de CAM-DR. De hecho, la expresién de VLA4 por las
células leucémicas augura un mal pronéstico y una disminucion del indice de supervivencia a cinco afnos. Por lo
tanto, la identificacién de nuevos agentes antileucémicos que inhiben la interaccién de las células leucémicas con
células vasculares proporciona nuevas estrategias para leucemias dependientes de la angiogénesis, que infiltran
6rganos diana.

La combretastatina A-1, un nuevo agente desestabilizante de tubulina, se aislé del arbol Combretum caffrum
sudafricano. La combretastatina A-1 se une a la tubulina en el mismo sitio que la colchicina, pero con mayor afinidad.
Su profarmaco de fosfato, el fosfato de combretastatina A-1 (CAIdP) induce una rapida despolimerizacién de
microtUbulos y cierre vascular en los tumores solidos subcutaneos que causan necrosis tumoral en concentraciones
muy por debajo de la dosis maxima tolerada. La combretastatina A-1 comprende un solo resto de orto-catecol y se
sabe que es capaz de generar un aumento de la respuesta antitumoral mediante la formacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en la localidad del tumor ademas de reducir selectivamente el flujo de sangre a al menos una
porcion de un tumor. Esto da como resultado tanto la inhibicion directa de la proliferacion de células tumorales, como
la induccidn selectiva del tumor de hipoxia y necrosis posterior en una parte del tejido tumoral sin necrosis sustancial
del tejido no tumoral adyacente. Se ha mostrado que otros agentes de interrupcion vascular que contienen catecol y
quinona tienen una mayor actividad terapéutica, en relacidon con agentes de interrupcién vascular que actian
Unicamente a través de la interaccion con la tubulina, en particular frente a tumores sélidos (véase el documento en
tramite junto con la presente N® USSN 10/790.662, la Publicaciéon de Patente de Estados Unidos N° 2004-024696,
que se incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad).

En este informe, los inventores muestran que los compuestos de combretastatina que comprenden un resto de
catecol o quinona inducen la muerte celular rapida de células leucémicas no adherentes, a dosis bajas, no toxicas.
Los inventores también demuestran que el tratamiento de un solo agente con un compuesto de combretastatina que
contiene catecol o quinona es eficaz para erradicar células leucémicas tanto en circulacion como vasculares
adherentes en modelos subcutaneos de ratén de AML, sin afectar a la hematopoyesis normal. Los ratones tratados
con CA1dP presentaban una supervivencia significativamente prolongada y carga tumoral significativamente
reducida. La coadministracion de un agente quimioterapéutico adicional, por ejemplo AraC, disminuye la carga
tumoral incluso adicionalmente. Por lo tanto, los compuestos de combretastatina que contienen catecol o quinona
administrados solos o0 en combinaciéon con agentes quimioterapéuticos representan un nuevo enfoque terapéutico
prometedor para erradicar neoplasias hematopoyéticas.

El documento de patente W0O2004/078126 y el documento de patente US2006/0035868 informan de diversos
compuestos de combretastatina y su uso en el tratamiento de tumores sélidos.

Il. Sumario de la invencion
La presente invencion se define con las reivindicaciones.

Un aspecto de la invencion proporciona un compuesto de combretastatina, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para usar métodos para el tratamiento de una neoplasia hematopoyética no sélida en el que la neoplasia
hematopoyética es una neoplasia mieloide, en el que la combretastatina es el difosfato de combretastatina A-1
(CA1dP), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La invencién también contempla el uso de una combretastatina capaz de formar una especie reactiva de oxigeno in
vivo que es el difosfato de combretastatina A-1 (CA1dP) en la preparaciéon de un medicamento para uso en el
tratamiento de una neoplasia hematopoyética no sélida en el que la neoplasia hematopoyética es una neoplasia
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mieloide.

En el presente documento también se describen métodos para tratar un tumor no sélido que comprende administrar,
a un sujeto que padece un tumor no solido, una cantidad terapéuticamente eficaz de compuesto de combretastatina
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en los que el compuesto de combretastatina comprende un resto
de catecol o quinona y es capaz de formar una especie reactiva de oxigeno in vivo.

lll. Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra el volumen tumoral medio (+x DT) como una funcién del tiempo para tumores HL60
subcutaneos tratados con CA4P, CA1dP y/o AraC.

Las Figuras 2 y 3 proporcionan volimenes tumorales individuales para experimentos seleccionados que se
resumen en la Figura 1.

La Figura 4 ilustra la actividad de respuesta a la dosis de CA1dP (+ AraC) frente a células de leucemia.
IV. Descripcion detallada
A. Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de fosfato de combretastatina A-
4 (CA4P), o una sal terapéuticamente aceptable del mismo, de acuerdo con la presente invencién pretende indicar la
cantidad del CA4P que inhibira el crecimiento de, o retrasara el cancer, o eliminara células malignas, y causara la
regresion y una paliacion del cancer, es decir, reducira el indice de proliferacion y/o el nimero de células malignas
dentro del organismo. Otros efectos antitumorales deseados incluyen, sin limitacion, la modulacién de indices de
crecimiento de neoplasias, el aumento de necrosis o hipoxia en células malignas, retencion reducida de las CEP y
otras células proangiogénicas, mejora o minimizacién de la alteracién o los sintomas clinicos de neoplasias
hematopoyéticas, aumento de la supervivencia del sujeto mas alla de lo que se esperaria de otro modo en ausencia
de al tratamiento, and la prevencién del crecimiento neoplasico en un animal que carece de cualquier formacion de
neoplasia antes que la administracion, es decir, 6administracién profilactica.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "modular”, "qgue modula" o "modulacién" se refieren al
cambio de la velocidad a la que se produce un proceso en particular, inhibicién de un proceso en particular,
reversion de un proceso en particular, y/o prevencién del inicio de un proceso en particular. Por consiguiente, si el
proceso en particular es crecimiento neoplasico o metastasis, el término "modulacién” incluye, sin limitacién,
disminucion de la velocidad a la que se produce el crecimiento neoplasico y/o metastasis; inhibiciéon del crecimiento
neoplasico y/o metastasis, incluyendo recrecimiento del tumor después del tratamiento con un agente anticancer;
reversion del crecimiento neoplasico y/o metastasis (incluyendo disminucion y/o erradicacién del tumor) y/o
prevencion del crecimiento neoplasico y/o metastasis.

"Catecol" es cualquier grupo de compuestos opcionalmente sustituidos con grupo funcional arilo y que contienen al
menos dos grupos OH en las posiciones orto o para en el anillo de arilo, en el que se forma un sistema conjugado
con al menos un enlace C=C. El catecol preferente de la presente invenciéon es un orto-benzocatecol. El término
"catecol" también incluye catecoles en forma de profarmaco, en los que uno o ambos grupos hidroxilo estan
sustituidos con un resto que se convierte en hidroxilo de forma metabdlica in vivo.

"Quinona" es cualquier grupo de compuestos de policetona aromatica opcionalmente sustituidos derivados de un
compuesto con un resto de arilo. Al menos dos grupos C=0 estan en la posicidén orto o para en el anillo de arilo, y
forman un sistema conjugado con al menos un enlace C=C. La quinona preferente de la presente invencién es una
orto-benzoquinona. Las quinonas se pueden sintetizar mediante un nimero de formas por oxidaciéon de un precursor
fendlico tal como orto-catecol. Los reactivos oxidantes usados en la reaccién pueden incluir reactivo de Jones (Sales
de cromato), sal de Fremy ((KSOs)2NO), y similares. Tal oxidacién también se puede producir oxidacion in vivo en
virtud de la actividad quimica o enzimatica. El oxidante preferente es el acido o-yodoxibenzoico.

"Alquilo” se refiere a grupos hidrocarbilo alifatico saturado monovalente que tienen de 1 a 10 4tomos de carbono y
preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono. Este término incluye, a modo de ejemplo, grupos hidrocarbilo lineal y
ramificado tales como metilo (CHs-), etilo (CHsCHz-), n-propilo (CH3CH2CH2-), isopropilo ((CHs)2CH-), n-butilo
(CH3CH2CH2CH2-), isobutilo ((CH3)2CHCH2-), sec-butilo ((CH3)(CH3sCH2)CH-), t-butilo ((CH3)3C-), n-pentilo
(CH3sCH2CH2CH2CHz2-), y neopentilo ((CHs)sCCHa-).

"Alcoxi" se refiere al grupo -O-alquilo, en el que alquilo es tal como se define en el presente documento. Alcoxi
incluye, a modo de ejemplo, metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, t-butoxi, sec-butoxi, n-pentoxi, y similares.

"Arilo" se refiere a un grupo carbociclico aromatico monovalente de 6 a 14 atomos de carbono tiene un solo anillo
(por ejemplo, fenilo) o multiples anillos condensados (por ejemplo, naftilo o antrilo) cuyos anillos condensados
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pueden ser aromaticos o no serlo (por ejemplo, 2-benzoxazolinona, 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona-7-ilo, y similares),
con la condicion de que el punto de unién sea a través de un atomo del grupo arilo aromatico. Los grupos arilo
preferentes incluyen fenilo y naftilo.

"Halo" o "halégeno" se refiere a fllor, cloro, bromo, e yodo y son preferentemente fluoro o cloro.

"Hidroxi" o "hidroxilo" se refiere al grupo -OH.

Tal como se usa en el presente documento, el término "profadrmaco” se refiere a una forma precursora del farmaco
que se convierte metabolicamente in vivo para producir el firmaco activo. Por lo tanto, por ejemplo, las sales
profarmaco del fosfato de combretastatina administradas a un animal de acuerdo con la presente invencion
experimentan activacion metabdlica y regeneran la combretastatina A-1 in vivo, por ejemplo, después de la
disociacién y exposicién a fosfatasas no especificas enddgenas en el organismo, farmaco que se convierte
metabdlicamente in vivo para producir el farmaco activo. Los profarmacos incluyen los grupos fosfato, fosforamidato,
o0 aminoacido acilo tal como se define en el presente documento. El resto de sal de éster de fosfato también puede
incluir (-OP(O)(O-alquilo)2 o (-OP(O)(O'NH4*)2). Un profarmaco puede comprender una sustitucion de un resto
fendlico o resto de amina del farmaco activo con un grupo fosfato, fosforamidato, o0 aminoacido acilo. Los expertos
en la materia conocen una amplia diversidad de métodos para la preparacién de profarmacos (véase, por ejemplo,
Pettit y Lippert, Anti-Cancer Drug Design, (2000), 15, 203-216).

Los profarmacos de catecol son formas precursoras de los catecoles que se convierten metabdlicamente in vivo para
producir los catecoles correspondientes. El profarmaco de catecol puede comprender al menos un fosfato
sustituyendo un resto de hidroxilo del catecol, por lo general el resto de fosfato tiene la férmula general:

O—p—Y

en la que

cada Y es independientemente OR o NHR, S-, NH u O, en los que cada R se selecciona independientemente entre
hidrégeno, alquilo C1-6, un catién de metal mono o divalente, un catiéon de amonio; y

ZesOoS.

"Neoplasia hematopoyética" se refiere a un trastorno proliferativo celular que surge de células del linaje
hematopoyético. Generalmente, la hematopoyesis es el proceso fisioldégico a través del cual las células o células
madre sin diferenciar se desarrollan en diversas células encontradas en la sangre periférica. En la fase inicial de
desarrollo, las células madre hematopoyéticas, por lo general encontradas en la médula 6sea, experimentan una
serie de divisiones celulares para formar células progenitoras multipotentes del linaje que se comprometen con dos
rutas principales de desarrollo: el linaje linfoide y linaje mieloide. Las células progenitoras comprometidas del linaje
mieloide se diferencian en tres subramas principales formadas por las rutas de desarrollo de eritroides,
megacariocitos, y granulocitos/monocitos. Una ruta adicional conduce a la formacion de células dendriticas, que
estan implicadas en la presentacién de antigenos. El linaje eritroide da lugar a los glébulos rojos de la sangre
mientras que el linaje megacariocitico da lugar a las plaquetas de la sangre. Las células comprometidas del linaje de
granulocitos/monocitos se dividen en rutas de desarrollo de granulocitos 0 monocitos, la ruta anterior que conduce a
la formacién de neutrdfilos, eosindfilos, y baséfilos y la ultima ruta que da lugar a los monocitos y los macréfagos de
la sangre.

Las neoplasias de células hematopoyéticas pueden implicar células en cualquier fase de la hematopoyesis,
incluyendo las células madre hematopoyéticas, células progenitoras multipotentes, células progenitoras
comprometidas oligopotentes, células precursoras, y células maduras diferenciadas. Las categorias de neoplasias
hematopoyéticas por lo general pueden seguir las descripciones y los criterios de diagnéstico usados por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, la Clasificacién Internacional de Enfermedades y Problemas
Relacionados con la Salud (ICD 10), Organizacion Mundial de la Salud (2003)). Las neoplasias hematopoyéticas
también se pueden caracterizar en base a las caracteristicas moleculares, tales como marcadores de superficie
celular y perfiles de expresion de genes, fenotipo celular presentado por las células andémalas, y/o anomalias
cromosomicas (por ejemplo, supresiones, translocaciones, inserciones, etc.) caracteristicas de determinadas
neoplasias hematopoyéticas, tales como el cromosoma Filadelfia encontrado en la leucemia mielégena crénica.
Otras clasificaciones incluyen Formulacién de Trabajo del Instituto Nacional del Cancer (Cancer, 1982, 49: 2112-
2135) y Clasificacion Europea Americana Revisada de Linfomas (REAL).
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La expresion "neoplasia hematopoyética” incluye, pero no se limita a, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia
mielégena aguda (AML), leucemia mieldégena cronica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia de células
pilosas, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma mudltiple, y sindrome mieloplasico.

"Neoplasia Mieloide" se refiere a trastorno proliferativo de células del linaje mieloide de hematopoyesis. Las
neoplasias pueden surgir de células madre hematopoyéticas, células progenitoras comprometidas mieloides, células
precursoras, y células terminalmente diferenciadas. Las neoplasias mieloides se pueden subdividir en base a los
atributos fenotipicos de las células anémalas o el estado diferenciado a partir del que surgen las células anémalas.
Las subdivisiones incluyen, entre otras, enfermedades mieloproliferativas, enfermedades
mielodisplasicas/mieloproliferativas, sindromes mielodisplasicos, leucemia mieloide aguda, y leucemia bifenotipica
aguda.

"Neoplasia linfoide" se refiere a un trastorno proliferativo que implica células del linaje linfoide de hematopoyesis. Las
neoplasias linfoides pueden surgir de células madre hematopoyéticas asi como de células progenitoras
comprometidas linfoides, células precursoras, y células terminalmente diferenciadas. Estas neoplasias se pueden
subdividir en base a los atributos fenotipicos de las células anémalas o el estado diferenciado a partir del que surgen
las células andmalas. Las subdivisiones incluyen, entre otras, neoplasias de linfocitos B, neoplasias de linfocitos T,
neoplasias de linfocitos NK, y linfoma de Hodgkin. Las células progenitoras comprometidas del linaje linfoide se
desarrollan en la ruta de los linfocitos B, ruta de los linfocitos T, o la ruta de linfocitos no T/B. de modo similar al linaje
mieloide, aparece una ruta linfoide adicional para dar lugar a células dendriticas implicadas en la presentacion de
antigenos. La célula progenitora de linfocitos B se desarrolla en un linfocito B precursor (pre-B), que se diferencian
en linfocitos B cells responsables de la produccién de inmunoglobulinas. Las células progenitoras del linaje de los
linfocitos T se diferencian en células T precursoras (pre-T) que, en base a la influencia de determinadas citoquinas,
se desarrollan en linfocitos T citotéxicos o auxiliares/supresores implicados en la inmunidad mediada por células. La
ruta de linfocitos no T/B conduce a la generacion de linfocitos citoliticos naturales (NK).

La expresion "neoplasia hematopoyética” incluye, pero no se limita a, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia
mielégena aguda (AML), leucemia mielégena cronica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia de células
pilosas, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma mudltiple, y sindrome mieloplasico.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable” incluye sales que un
sujeto tolera fisiol6gicamente. Por lo general tales sales se preparan a partir de un acido inorganico y/u organico. Los
ejemplos de acidos inorganicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico,
nitrico, sulfurico, y fosférico. Los acidos organicos pueden ser acidos alifaticos, aromaticos, carboxilicos, y/o
sulfénicos. Los acidos organicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, formico, acético, propidnico, succinico,
alcanforsulfénico, citrico, fumarico, glucénico, lactico, malico, mucico, tartarico, para-toluenosulfénico, glicélico,
glucurénico, maleico, furoico, glutdmico, benzoico, antranilico, salicilico, fenilacético, mandélico, pamoico,
metanosulfénico, etanosulfénico, pantoténico, bencenosulfénico (besilato), estearico, sulfanilico, alginico,
galacturénico, y similares. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen cationes de metales alcalinos tales
como Na, K, Li; sales de metales alcalinotérreos tales como Mg o Ca; o sales de amina organica tales como las que
se desvelan en la Solicitud Internacional de PCT International N2 W0O02/22626 o N° WO00/48606 y en las Patentes
de Estados Unidos N® 6.855.702 y N° 6.670.344, que se incorporan en el presente documento por referencia en sus
totalidades. Las sales particularmente preferentes incluyen sales de amina organicas tales como trometamina (TRIS)
y sales de aminoacidos tales como histidina. Otras sales a modo de ejemplo que se pueden sintetizar usando los
métodos de la invencién incluyen las que se describen en la Patente de Estados Unidos N¢ 7.018.987, que se
incorpora por referencia en el presente documento.

B. Métodos para Tratar Neoplasias Hematopoyéticas

La adhesién de células leucémicas a células vasculares puede conferir resistencia a los agentes quimioterapéuticos.
Por lo tanto, la alteracion de la estabilidad del citoesqueleto celular leucémico y la interferencia con las interacciones
de células vasculares deberia estimular la muerte de las células leucémicas. De hecho, tal como se desvela con
mayor detalle a continuacién, dosis bajas y no téxicas del compuesto de catecol difosfato de combretastatina A-1
(CA1dP) inhiben la proliferacion de células leucémicas in vitro e inducen la detencién mitética y la muerte celular.
Ademas, CA1dP aumenta rapidamente las especies reactivas de oxigeno intracelulares (ROS), y el tratamiento
antioxidante proporciona una proteccion parcial de la muerte celular. Como tal, los compuestos de combretastatina
que comprenden un resto de catecol o quinona, tal como CA1dP, proporcionan un medio eficaz para tratar
leucemias refractarias que infiltran 6rganos.

Por consiguiente, en el presente documento se describe un método para tratar una neoplasia hematopoyética,
método que comprende la administracion, a un mamifero que padece una neoplasia hematopoyética, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de combretastatina que comprende un resto de catecol o quinona.
Preferentemente el compuesto de combretastatina es combretastatina A1, un pro farmaco de la combretastatina A-1
(tal como difosfato de combretastatina A-1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2529434 T3

Derivadas del arbol Combretum caffrum sudafricano, las combretastatinas tales como la combretastatina A-4 (CA-4)
se identificaron inicialmente en la década de 1980 como inhibidores potentes de la polimerizacion de tubulina. Se ha
mostrado que la CA-4, y otras combretastatinas (por ejemplo, CA-1) se unen al o cerca del sitio de unién de la
colchicina en tubulinas con afinidad elevada. Los estudios in vitro demostraron claramente que las combretastatinas
son agentes citotoxicos potentes frente a un espectro diverso de tipos de células tumorales en cultivo. CA4P y
CA1P, respectivos profarmacos de fosfato de CA-4 y CA-1, se desarrollaron posteriormente para combatir
problemas de insolubilidad acuosa. De forma sorprendente, también se ha mostrado que CA1P causa un cierre
rapido y agudo del flujo de sangre al tejido tumoral que es separado y distinto de los efectos antiproliferativos de los
agentes sobre en las células tumorales por si mismas. Una serie de estudios han mostrado que las combretastatinas
causan un amplio cierre de flujo de sangre dentro de la microvasculatura tumoral, lo que conduce a la muerte celular
del tumor secundario (Dark et al., Cancer Res., 57: 1829-34, (1997); Chaplin et al., Anticancer Res., 19: 189-96,
(1999); Hill et al., Anticancer Res., 22(3):1453-8 (2002); Holwell et al., Anticancer Res., 22 (2A): 707-11, (2002). El
flujo de sangre a los tejidos normales por lo general se ve mucho menos afectado por CA1P que el flujo de sangre a
los tumores, aunque flujo de sangre a algunos érganos, tales como el bazo, piel, misculo esquelético y cerebro, se
puede inhibir de forma transitoria.

Tal como se usa en el presente documento, el término "combretastatina" o "compuesto de combretastatina”
representa al menos uno de la familia de combretastatina de compuestos, derivados o analogos de los mismos, sus
profarmacos (preferentemente profarmacos de fosfato) y derivados de los mismos, y las sales de estos compuestos.
Las combretastatinas incluyen aquellos compuestos anticancer aislados del arbol Combretum caffrum sudafricano,
incluyendo sin limitacion, las Combretastatinas A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, B-2, B-3, B-4, D-1, y D-2, y diversos
profarmacos de los mismos, ejemplificados por compuestos de fosfato de Combretastatina A-4 (CA4P), compuestos
de difosfato de Combretastatina A-1 (CA1dP) y sales de los mismos (véase por ejemplo Pettit et al., Can. J. Chem.,
(1982); Pettit et al., J. Org. Chem., 1985; Pettit et al., J. Nat. Prod., 1987; Lin et al., Biochemistry, (1989); Pettit et al.,
J. Med. Chem., 1995; Pettit et al., Anticancer Drug Design, (2000); Pettit et al., Anticancer Drug Design, 16 (4-5):
185-93 (2001)).

La combretastatina y las sales de combretastatina contempladas para uso en los métodos de la invenciéon se
describen en el documento de patente WO 99/35150; documento de patente WO 01/81355; documento de patente
WO 02/022626; Patentes de Estados Unidos N° 4.996.237; N© 5.409.953; N° 5.561.122; N2 5.569.786; N° 6.538.038;
N? 6.670.344; N° 6.855.702; N° 7.018.987; N°¢ 7.078.552; y N? 7.279.466. Derivados o andlogos de las
combretastatinas también se describen en Singh et al., J. Org. Chem., 1989; Cushman et al., J. Med. Chem., 1991;
Getahun et al., J. Med. Chem., 1992; Andres et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1993; Mannila, et al., Liebigs. Ann.
Chem., 1993; Shirai et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994; Medarde et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1995; Wood et
al., Br. J. Cancer, 1995; Bedford et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1996; Dorr et al., Invest. New Drugs, 1996;
Jonnalagadda et al, Bioorg. Med. Chem. Lett., 1996; Shirai et al., Heterocycles, 1997; Aleksandrzak, et al.,
Anticancer Drugs, 1998; Chen et al., Biochem. Pharmacol., 1998; Ducki et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998;
Hatanaka et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998; Medarde et al., Eur. J. Med. Chem., 1998; Medina et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 1998; Ohsumi et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998; Ohsumi et al., J. Med. Chem., 1998; Pettit, et
al., J. Med. Chem., 1998; Shirai et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998; Banwell ef al., Aust. J. Chem., 1999; Medarde
et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999; Shan et al., PNAS, 1999; Combeau et al., Mol. Pharmacol., 2000; Pettit et al.,
J. Med. Chem., 2000; Pinney et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000; Flynn et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2001;
Gwaltney et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2001; Lawrence et al., 2001; Nguyen-Hai et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2001; Xia et al., J. Med. Chem., 2001; Tahir et al., Cancer Res., 2001; Wu-Wong et al., Cancer Res., 2001; Janik et
al., Biooorg. Med. Chem. Lett., 2002; Kim et al., Bioorg Med Chem Lett., 2002; Li et al., Biooorg. Med. Chem. Lett.,
2002; Nam et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2002; Wang et al., J. Med. Chem. 2002; Hsieh et al., Biooorg. Med.
Chem. Lett., 2003; Hadimani et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003; Mu et al., J. Med. Chem, 2003; Nam et al., Curr.
Med. Chem., 2003; Pettit et al., J. Med. Chem., 2003; Gaukroger et al., Org Biomol Chem. 2003; Bailly et al., J Med
Chem. 2003; Sun et al., Anticancer Res. 2004; Sun et al., Bioorg Med Chem Lett. 2004; Liou et al., J Med Chem.
2004; Perez-Melero et al., Bioorg Med Chem Lett. 2004; Liou et al., J Med Chem. 2004; Mamane et al., Chemistry.
2004; De Martini et al., J Med Chem. 2004; Ducki et al., J Med Chem. 2005; Maya et al., J Med Chem. 2005;
Medarde et al., J Enzyme Inhib Med Chem. 2004; Simoni et al., J Med Chem. 2005; Sanchez et al., Bioorg Med
Chem. 2005; Vongvanich et al., Planta Med. 2005; Tron et al., J Med Chem. 2005; Borrel et al., Bioorg Med Chem.
2005; Hsieh et al., Curr Pharm Des. 2005; Lawrence et al., Curr Pharm Des. 2005; Hadfield et al., Eur J Med Chem.
2005; Pettit et al., J Med Chem. 2005; Coggioloa et al., Bioorg Med Chem Lett. 2005; Kaffy et al., Org Biomol Chem.
2005; Mateo et al., J Org Chem. 2005; LeBlanc et al., Bioorg Med Chem. 2005; Srivistava et al., Bioorg Med Chem.
2005; Nguyen et al., J Med Chem. 2005; Kong et al., Chem Biol. 2005; Li et al., Bioorg Med Chem Lett. 2005; Pettit
et al., J Nat Prod. 2005; Nicholson et al., Anticancer Drugs. 2006; Monk et al., Bioorg Med Chem. 2006; De Martino
et al., J Med Chem. 2006; Peifer et al., J Med Chem. 2006; Kaffy et al., Bioorg Med Chem. 2006; Banwell et al.,
Bioorg Med Chem. 2006; Dupeyre et al., Bioorg Med Chem. 2006 Simoni et al., J Med Chem. 2006 ; Tron et al., J
Med Chem. 2006; Romagnoli et al., J Med Chem. 2006; Pandit et al., Bioorg Med Chem. 2006; Nakamura et al.,
Chem Med Chem. 2006; Pirali et al., J Med Chem. 2006; Bellina et al., Bioorg Med Chem Lett. 2006; Hu et al., J Med
Chem. 2006; Chang et al., J Med Chem. 2006; Thomson et al., Mol Cancer Ther. 2006; Fortin et al., Bioorg Med
Chem Lett., 2007; Duan et al., J Med Chem., 2007; Zhang et al., J Med Chem. 2007; Wu et al., Bioorg Med Chem
Lett. 2007; Sun et al., Bioorg Med Chem Lett. 2007, documento de patente WO 06/138427; documento de patente
WO 036743; documento de patente WO 05/007635, documento de patente WO 03/040077, documento de patente
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WO 03/035008, documento de patente WO 02/50007, documento de patente WO 02/14329; , documento de patente
WO 01/12579, documento de patente WO 01/09103, documento de patente WO 01/81288, documento de patente
WO 01/84929, documento de patente WO 00/48590, documento de patente WO 00/73264, documento de patente
WO 00/06556, documento de patente WO 00/35865, documento de patente WO 99/34788, documento de patente
WO 99/48495, documento de patente WO 92/16486, Patentes de Estados Unidos N® 7.125.906; N° 7.105.695; N°
7.105.501; N® 7.087.627; N° 7.030.123; N° 7.078.552; N° 7.030.123; N? 7.018.987; N° 6.992.106; N° 6.919.324; N°
6.846.192, N° 6.855.702; N2 6.849.656; N° 6.794.384; N° 6.787.672, N° 6.777.578, N° 6.723.858, N° 6.720.323, N°
6.433.012, N° 6.423.753, N2 6.201.001, N° 6.150.407, N° 6.169.104, N© 5.731.353, N? 5.674.906, N° 5.430.062, N°
5.525.632, N2 4.996.237 y N© 4.940.726.

Tal como se describe en el presente documento, la combretastatina comprende una quinona o catecol,
preferentemente una ortoquinona u orto-catecol. La oxidacién de un orto-catecol, tal como CA1, a una ortoquinona
puede dar como resultado dafio oxidativo a las células neoplasicas a través de ciclacion redox. Este es un proceso
en el que la quinona se reduce a un radical (es decir, semiquinona), que a su vez reduce el oxigeno a radicales
superdxido con la quinona siendo reformada o ciclada. La generacion de un derivado de quinona a partir de CA1 se
ha demostrado in vivo y se encontr6é que la quinona reaccionaba rapidamente con los agentes reductores glutation y
ascorbato. Ademas, el consumo rapido de oxigeno en presencia de ascorbato confirmaba la formaciéon de CA1
quinona. Ademas, se observo ciclado redox, que confirma la formaciéon de CA1 semiquinona, con CA1.

En el presente documento se describe un compuesto de combretastatina de Férmula I:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que

cada R se selecciona independientemente entre alcoxi C1-s, halégeno y alquilo C1-6 sustituido con halo;
cada R? se selecciona independientemente entre alcoxi C1-s, halégeno y alquilo C1-6 sustituido con halo;
pesi,2,304;

qes0,102;

cada uno de R®y R* se selecciona independientemente entre hidroxilo o

en la que

cada Y es independientemente OR® o NHR®, u O, en los que cada R® se selecciona independientemente entre
hidrégeno y alquilo C1-s;

ZesOoS.

También descrito en el presente documento, el compuesto es una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto
de Férmula I, en la que cada uno de R®y R* es un fosfato:

(i)H
P—P—0

en la que el cation de la sal puede ser un catién divalente o dos cationes monovalentes. Preferentemente, el catién
divalente es un catién de metal divalente. En algunas puestas en practica, el cation monovalente es un metal
alcalino, una amina alifatica o un amonio. En otras puestas en practica, el cation monovalente se selecciona entre el
grupo que consiste en sodio, TRIS, histidina, etanolamina, dietanolamina, etilendiamina, dietilamina, trietanolamina,
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glucamina, N-metilglucamina, etilendiamina, 2-(4-imidazolil)-etilamina, colina, e hidrabamina.

También descrito en el presente documento, la Formula | se representa mediante un compuesto de Férmula ll:

en la que

cada R' se selecciona independientemente entre alcoxi C1-s, haldgeno y alquilo C1-s sustituido con halo;
R? se selecciona entre alcoxi C1-6, haldégeno y alquilo C1-6 sustituido con halo;

cada uno de R®y R* se selecciona independientemente entre hidroxilo o

O—P—Y
Lo

en la que

cada Y es independientemente OR® o NHR®, u O, en los que cada R® se selecciona independientemente entre
hidrégeno y alquilo C1;

ZesQoS.

De acuerdo con la presente invencion, el compuesto es el difosfato de combretastatina A-1 (CA1dP):

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El método que se describe en el presente documento puede comprender adicionalmente la coadministracion de un
agente quimioterapéutico, tal como un arabinésido de citosina (Ara-C), al sujeto. La "coadministraciéon" o "que se
coadministra" puede ser en forma de una sola formulacion (combinando, por ejemplo, CA1dP y Ara-C con
excipientes farmacéuticamente aceptables, opcionalmente segregando los dos principios activos en diferentes
mezclas de excipientes disefiadas para controlar independientemente sus respectivas tasas de liberaciéon y
duraciones) o mediante la administracion independiente de formulaciones separadas que contienen los agentes
activos. "Coadministracion" incluye adicionalmente administracién simultanea (por ejemplo, administracién de
CA1dP y un Ara-C al mismo tiempo) y administracion que varia con el tiempo (administracion de CA1dP en un
momento diferente del de la de Ara-C), siempre y cuando tanto el difosfato de combretastatina A-1, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, como el agente quimioterapéutico, por ejemplo, Ara-C, estén presentes en
el organismo en concentraciones terapéuticamente eficaces durante al menos momentos en que se solapan
parcialmente. Encuestas en practica preferentes, el agente quimioterapéutico es Ara-C, etopésido, tioguanina o
ciclofosfamida.
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Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes de alquilacion tales como tiotepa y CYTOXAN® (ciclofosfamida); sulfonatos de
alquilo tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como benzodopa, carboquona,
meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y
bullatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido
betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina, y 9-aminocamptotecina); briostatina; callistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinco;
tenipdsido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los
analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas
de nitrégeno tales como clorambucilo, clomafacina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
clorhidrato de éxido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza
de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, y ranimnustina;
antibiéticos tales como los antibidticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina
gammaill y caliqueamicina omegall (véase, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994));
dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como croméforo de neocarzinostatina y cromoéforos
antibiéticos de cromoproteina enediina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (incluyendo ADRIAMYCIN®, morfolino-doxorrubicina,
cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina, inyeccién de liposomas de HCI de doxorrubicina (DOXIL®) y
desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos tales como
metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®), capecitabina (XELODA®), una epotilona, y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
andlogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina (Ara-C), didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitioestanol, mepitiostano,
testolactonla; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de acido félico tal como
acido frolinico; aceglatona; glicésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecoicina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etollcido; nitrato de
galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina, y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida;
procarbazina; complejo de polisacaridos PSK® (JHS Natural Products, Eugene, Oreg.); razoxano; rizoxina;
sizofirano; espirogermanio; acido tenuazonico; triacicuona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente
toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo,
paclitaxel (TAXOL®), formulacién de nanoparticulas obtenidas por ingenieria de albimina de paclitaxel
(ABRAXANE™), y de doxetaxel (TAXOTERE®); clorambucilo; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos
de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopésido (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina (ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona;
edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina
(DMFO); retinoides tales como acido retinoico; sales, &cidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores tales como CHOP, una
abreviatura para una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y prednisolona, y FOLFOX, una
abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovovina.

Tal como se conoce bien en la técnica, los tumores sélidos son bastante distintos de los tumores no sélidos, tales
como los encontrados en los canceres relacionados hematopoyéticos. Los ejemplos de tumores no sélidos incluyen
leucemias, tales como leucemias mieloides y leucemias linfoides, mielomas, y linfomas. En algunas puestas en
practica, el tumor no sélido es una neoplasia hematopoyética, que es el crecimiento anémalo de células del sistema
hematopoyético. Las neoplasias hematopoyéticas pueden tener sus origenes en células madre pluripotentes, células
progenitoras multipotentes, células progenitoras comprometidas oligopotentes, células precursoras, y células
terminalmente diferenciadas implicadas en la hematopoyesis. Se cree que algunas neoplasias hematolégicas surgen
a partir de las células madre hematopoyéticas, que tiene la capacidad de autorrenovacion. Por ejemplo, las células
capaces de desarrollar subtipos especificos de leucemia mieloide aguda (AML) después del trasplante presentan los
marcadores de superficie celular las células madre hematopoyéticas, lo que implica a las células madre
hematopoyéticas como la fuente de las células leucémicas. Aunque las neoplasias hematopoyéticas a menudo se
originan a partir de las células madre, las células progenitoras comprometidas o células diferenciadas de forma mas
terminal de un linaje de desarrollo también pueden ser la fuente de algunas leucemias. Por ejemplo, la expresion
forzada de la proteina de fusion Bcr/Abl (asociada con la leucemia mielégena crénica) en las células progenitoras
mieloides o progenitoras de granulocitos/macré6fagos comunes produce una afeccién similar a la leucemia.

Las neoplasias hematopoyética se diferencian de los tumores solidos en que son capaces de circular y tener acceso
a diversos drganos a través de la interaccion con células vasculares activadas. De hecho, algunas células
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neoplasicas hematopoyéticas se pueden adherir a células vasculares, estableciendo infiltrados perivasculares, y
como tal pueden estar dotadas con un mecanismo Unico de resistencia a la quimioterapia. Las neoplasias
hematopoyéticas tanto circulantes como vasculares adherentes requieren la estabilidad del citoesqueleto para
mantener la funcién mitocondrial y celular y evitar la muerte celular. Las dosis bajas y no tdéxicas de combretastatinas
y compuestos de combretastatina que comprenden un resto de catecol o quinona, pueden inducir de forma selectiva
la apoptosis de las células leucémicas de circulacion y vasculares unidas, lo que conduce a la muerte celular. Esta
induccién de la apoptosis se produce mediante un mecanismo dependiente de caspasas, asi como dafio
mitocondrial mediado por ROS. Por lo tanto, los compuestos de combretastatina que comprenden un resto de
catecol 0 quinona son eficaces en el tratamiento de neoplasias hematopoyéticas, tal como se demuestra mediante
su capacidad para dirigir las neoplasias hematopoyéticas in vitro e in vivo y para erradicar neoplasias
hematopoyéticas circulantes, que residen en médula y érganos vasculares adherentes.

También descrito en el presente documento, la neoplasia hematopoyética tratada es una neoplasia linfoide, en la
que las células anémalas se derivan de y/o presentan el fenotipo caracteristico de las células del linaje linfoide. Las
neoplasias linfoides se pueden subdividir en neoplasias de linfocitos B, neoplasias de linfocitos T y NK, y linfoma de
Hodgkin. Las neoplasias de linfocitos B se pueden subdividir adicionalmente en neoplasia de linfocitos B precursores
y neoplasia de linfocitos B maduros/periféricos. Las neoplasias de linfocitos B a modo de ejemplo son
leucemia/linfoma linfoblastica de linfocitos B precursores (leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B precursores)
aunque las neoplasias de linfocitos B maduros/periféricos a modo de ejemplo son leucemia linfocitica cronica de
linfocitos B/linfoma linfocitico pequefo, leucemia prolinfocitica de linfocitos B, linfoma linfoplasmacitico, linfoma
esplénico de linfocitos B de la zona marginal, leucemia de células pilosas, mieloma/plasmacitoma de células
plasmaticas, linfoma extranodal de linfocitos B de la zona marginal de tipo MALT, linfoma nodal de linfocitos B de la
zona marginal, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de linfocitos B grandes y difusos, linfoma de
linfocitos B grandes del mediastino, linfoma de efusion primaria, y linfoma de Burkitt/leucemia de células de Burkitt.
Las neoplasias de linfocitos T y de linfocitos NK se subdividen adicionalmente en neoplasia de linfocitos T -
precursores y neoplasias de linfocitos T maduros (periféricos). La neoplasia de linfocitos T precursores a modo de
ejemplo es el linfoma/leucemia de linfocitos linfoblasticos T precursores (leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T
precursores) aunque las neoplasias de linfocitos T maduros (periféricos) a modo de ejemplo son la leucemia
prolinfocitica de linfocitos T, leucemia linfocitica granular de linfocitos T, leucemia agresiva de linfocitos NK,
leucemia/linfoma de linfocitos T del adulto (HTLV-1), linfoma extranodal de linfocitos NK/T, linfoma de linfocitos T de
tipo enteropdtico, tipo nasal, linfoma de linfocitos T gamma-delta hepatoesplénico, linfoma de linfocitos T subcutaneo
de tipo paniculitis, Micosis fungoides/sindrome de Sezary, Linfoma anaplasico de células grandes, Linfoma de
linfocitos T periféricos, linfocitos T/null, de tipo cutaneo primario, no caracterizado de otro modo, Linfoma de linfocitos
T angioinmunoblastico, Linfoma de células grandes anaplasico, de linfocitos T/null, de tipo sistémico primario. El
tercer miembro de las neoplasias linfoides es el linfoma de Hodgkin, también denominado enfermedad de Hodgkin.
El diagnéstico a modo de ejemplo de esta clase que se puede tratar con los compuestos incluye, entre otros, linfoma
de Hodgkin de predominio linfocitico nodular, y diversas formas clasicas de la enfermedad de Hodgkin, miembros a
modo de ejemplo de los cuales son el Linfoma de Hodgkin de esclerosis nodular (grados 1 y 2), Linfoma de Hodgkin
clasico rico en linfocitos, Linfoma de Hodgkin de celularidad mixta, y Linfoma de Hodgkin con supresién de linfocitos.
En la presente invencion, la neoplasia hematopoyética no soélida tratada es una neoplasia mielode. Este grupo
comprende una gran clase de trastornos proliferativos celulares que implican o que presentan el fenotipo
caracteristico de las células del linaje mieloide. Las neoplasias mieloides se pueden subdividir en enfermedades
mieloproliferativas, enfermedades mielodisplasicas/mieloproliferativas, sindromes mielodisplésicos, y leucemias
mieloides agudas. Las enfermedades mieloproliferativas a modo de ejemplo son leucemia mielégena croénica (por
ejemplo, Positiva para el cromosoma Filadelfia (1(9;22)(qq34;q11)), leucemia neutréfila crénica, leucemia eosindéfila
crénica/sindrome hipereosinéfilo, mielofibrosis idiopdtica cronica, policitemia vera, y trombocitopenia esencial. Las
enfermedades mielodisplasicas/mieloproliferativas a modo de ejemplo son leucemia mielomonocitica cronica,
leucemia mielégena cronica atipica, y leucemia mielomonocitica juvenil. Los sindromes mielodisplasicos a modo de
ejemplo son anemia refractaria, con sideroblastos en anillo y sin sideroblastos en anillo, citopenia refractaria
(sindrome mielodisplasico) con displasia del linaje multiple, anemia refractaria (sindrome mielodisplasico) con
exceso de blastos, sindrome de 5q, y sindrome mielodisplasico. En diversas puestas en practica, cualquiera de las
neoplasias mieloides no sélidas se pueden tratar con los compuestos de combretastatina de la invencion.

En algunas puestas en practica, los compuestos de combretastatina de la invenciéon se pueden usar para tratar
leucemias mieloides agudas (AML), que representan una gran clase de neoplasias mieloides que tiene su propia
subdivisién de trastornos. Estas subdivisiones incluyen, entre otras, las AML con translocaciones citogenéticas
recurrentes, AML con displasia de linaje multiple, y otras AML no clasificadas de otro modo. Las AML a modo de
ejemplo con translocaciones citogenéticas recurrentes incluyen, entre otras, AML con (8;21)(g22;922), AML1 (CBF-
alfa)/ETO, Leucemia promielocitica aguda (AML con t(15;17)(g22;911-12) y variantes, PML/RAR-alfa), AML con
eosindfilos de médula 6sea anémalos (inv(16)(p13922) o t(16;16)(p13;911), CBFb/MYH11X), y AML con anomalias
en 11923 (MLL). Las AML con displasia de linaje multiple a modo de ejemplo son aquéllas que estan asociadas con
o sin sindrome mielodisplasico anterior. Otras leucemias mieloides agudas no clasificadas dentro de ningin grupo
definible incluyen, AML minimamente diferenciada, AML sin maduracion, AML con maduracion, leucemia
mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia megacariocitica aguda,
leucemia basofilica aguda, y panmielosis aguda con mielofibrosis.
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Un aspecto de la invencidon es una composicién farmacéutica UGtil para el tratamiento de una neoplasia
hematopoyética no sélida en un mamifero en el que la neoplasia hematopoyética es una neoplasia mieloide, cuya
composicién comprende difosfato de combretastatina A-1 (CA1dP) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en combinacién con un excipiente farmacéuticamente aceptable. La composicion se prepara de acuerdo con
técnicas conocidas de formulacidén para proporcionar una composicién adecuada para administracién oral, topica,
transdérmica, rectal, por inhalacion, parenteral (intravenosa, intramuscular, o intraperitoneal), y similares. La
orientacion detallada para la preparacién de composiciones de la invencion se encuentra por referencia a la 18° o la
192 Edicion de Remington’s Pharmaceutical. Sciences, Publicada por Mack Publishing Co., Easton, Pa. 18040. En
determinadas puestas en practica, la composicion farmacéutica comprende adicionalmente un agente
quimioterapéutico, tal como Ara-C, etopdsido, tioguanina o ciclofosfamida.

Se contemplan formas de dosis individuales o de dosis multiples, cada una ofreciendo ventajas en determinadas
situaciones clinicas. La dosis individual contendria una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto o efectos deseados en la situacion de tratamiento del cancer. La forma de dosis multiple puede ser
particularmente Gtil cuando se requieren multiples dosis individuales, o dosis fraccionadas, para conseguir los finales
deseados. Cualquiera de estas formas de dosificacién puede tener requisitos que los dicta o dependen directamente
de la caracteristica Unica del compuesto en particular, el efecto terapéutico en particular a conseguir, y cualquier
limitacion inherente en la técnica para preparar el compuesto en particular para el tratamiento del cancer.

Una dosis individual contendra una cantidad terapéuticamente eficaz suficiente para el tratamiento de una neoplasia
hematopoyética no sélida en el que la neoplasia hematopoyética es una neoplasia mieloide en un sujeto y puede
contener de aproximadamente 1,0 a 1000 mg de compuesto, por ejemplo de aproximadamente 50 a 500 mg.

El compuesto de combretastatina se administra preferentemente por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa,
por via intramuscular, por via intravenosa, por via subcutanea, o por via intraperitoneal. El vehiculo o excipiente o
mezcla de excipientes puede ser un disolvente o un medio de dispersion que contiene, por ejemplo, diversos
disolventes polares o no polares, mezclas adecuadas de los mismos, o0 aceites. Tal como se usa en el presente
documento "vehiculo" o "excipiente" se refiere a un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable e incluye
todos y cada uno de los disolventes, agentes o medios de dispersion, revestimiento o revestimientos, agentes
antimicrobianos, agentes iso/hipo/hiperténicos, agentes para la modificacién de la absorcion, y similares. El uso de
tales sustancias y los agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en
tanto que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla el uso en
composiciones terapéuticas. Ademas, también se pueden incorporar otros principios activos complementarios en la
composicion final.

Las soluciones del compuesto se pueden preparar en diluyentes adecuados tales como agua, etanol, glicerol,
polietilenglicol o polietilenglicoles liquidos, diversos aceites, y/o mezclas de los mismos, y otros conocidos por los
expertos en la materia.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones estériles, dispersiones, emulsiones, y
polvos estériles. La forma final debe ser estable en condiciones de preparacién y almacenamiento. Ademas, la forma
farmacéutica final se debe proteger frente a la contaminacién y, por lo tanto, debe ser capaz de inhibir el crecimiento
de microorganismos tales como bacterias u hongos. Se puede administrar una sola dosis intravenosa o
intraperitoneal. Como alternativa, se puede usar una infusién lenta a largo plazo o mdltiples infusiones diarias a corto
plazo, por lo general que duran de 1 a 8 dias. También se puede usar dosificacion en dias alternos o una vez cada
varios dias.

Las soluciones inyectables, estériles se preparan mediante la incorporacion de un compuesto en la cantidad
necesaria en uno o mas disolventes apropiados a los que se pueden anadir, si fuera necesario, otros ingredientes
enumerados anteriormente o conocidos por el experto en la materia. Las soluciones inyectables estériles se
preparan mediante la incorporacién del compuesto en la cantidad necesaria en el disolvente apropiado con otros
ingredientes varios si fuera necesario. A continuacion siguen procedimientos de esterilizacion, tales como filtracién.
Por lo general, se preparan dispersiones mediante la incorporacion del compuesto en un vehiculo estéril que
también contiene el medio de dispersion y los otros ingredientes necesarios tal como se ha indicado anteriormente.
En el caso de un polvo estéril, los métodos preferentes incluyen secado al vacio o secado por liofilizaciéon a los que
se aflade cualquier ingrediente necesario.

En todos los casos, la forma final, tal como se ha indicado, debe ser estéril y también debe ser capaz de pasar
facilmente a través de un dispositivo para inyeccién tal como una aguja hueca. La viscosidad apropiada se puede
conseguir y mantener mediante la eleccion apropiada de solventes o excipientes. Ademas, se pueden tener en
cuenta el uso de revestimientos moleculares o de particulas tales como lecitina, la seleccion apropiada del tamafio
de particula en dispersiones, o el uso de materiales con propiedades tensioactivas.

La prevencion o la inhibicion del crecimiento de microorganismos se puede conseguir a través de la adicién de uno o

mas agentes antimicrobianos tales como clorobutanol, acido ascérbico, parabenos, timerosal, o similares. También
puede ser preferente incluir agentes que alteren la tonicidad tales como azucares o sales.
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El compuesto de combretastatina también se puede administrar por via oral en una formulacién adecuada como un
comprimido ingerible, un comprimido bucal, capsula, comprimido encapsulado, elixir, suspension, jarabe, trocisco,
oblea, pastilla para chupar, y similares. Generalmente, la formulacién mas sencilla es un comprimido o cépsula
(denominada de forma individual o colectiva "unidad de dosificacion oral"). Las formulaciones adecuadas se
preparan de acuerdo con una técnica de formulacion convencional disponible que combina las caracteristicas del
compuesto con los excipientes disponibles para la formulacion de una composicién apropiada. Un comprimido o
capsula contendran preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 mg de tal compuesto de
combretastatina.

La forma puede administrar un compuesto rapidamente o puede ser una preparacion de liberacion sostenida. El
compuesto se puede encerrar en una capsula dura o blanda, se puede prepara por compresion en comprimidos, o
se puede incorporar con bebidas, alimento o de otro modo en la dieta. El porcentaje de la composicién final y las
preparaciones puede variar, por supuesto, y puede estar de forma conveniente en el intervalo entre un 1y un 90 %
del peso de la forma final, por ejemplo, comprimido. La cantidad en tales composiciones terapéuticamente Utiles es
tal que se obtendra una dosificacion adecuada. Las composiciones preferentes de acuerdo con la invencion actual
se preparan de modo que una forma individual de dosificacion oral contenga entre aproximadamente 5.0 a
aproximadamente un 50 % en peso (% en p) en unidades de dosificacién que pesan entre 5y 1000 mg.

La formulacion adecuada de una unidad de dosificacion oral también puede contener: un aglutinante, tal como goma
de tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz, gelatina; agentes edulcorantes tales como lactosa o sacarosa
edulcorantes; agentes disgregantes tales como almidén de maiz, acido alginico y similares; un lubricante tal como
estearato de magnesio; o agente aromatizantes tal como menta, aceite de gaulteria o similares. Otros materiales
diversos pueden estar presentes como revestimiento o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de
dosificacién oral. La unidad de dosificacion oral se puede revestir con goma laca, un azicar o ambos. El jarabe o
elixir puede contener el compuesto, sacarosa como un agente edulcorante, metilo y propilparabenos como un
conservante, un colorante y aromatizante. Cualquier material usado deberia ser farmacéuticamente aceptable y
basicamente no toxico. Los detalles de los tipos de excipientes Utiles se pueden encontrar en la decimonovena
edicion de "Remington: The Science and Practice of Pharmacy," Mack Printing Company, Easton, Pa. En particular
véanse los capitulos 91-93 para un analisis mas completo.

Otro aspecto de la presente invencion es una cantidad terapéuticamente eficaz de difosfato de combretastatina A-1
(CA1dP) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en el tratamiento de una neoplasia
hematopoyética no sélida en un animal de sangre caliente en el que la neoplasia hematopoyética es una neoplasia
mieloide. Un compuesto de combretastatina Gtil en la presente invencidn se administra a un sujeto apropiado con
necesidad de estos agentes en una dosis terapéuticamente eficaz mediante una via de administracion médicamente
aceptable tal como por via oral, por via parenteral (por ejemplo, por via intramuscular, por via intravenosa, por via
subcutanea, por via interperitoneal), por via transdérmica, por via rectal, por inhalacion y similares.

Con los mamiferos, incluyendo seres humanos, las cantidades eficaces se pueden administrar en base al area de
superficie corporal. La interrelacién de las dosificaciones varia para animales de diversos tamafos y especies, y para
seres humanos (en base a mg/m? de superficie corporal) se describe en E. J. Freireich et al., Cancer Chemother.
Rep., 50 (4): 219 (1966). El area de superficie corporal se puede determinar aproximadamente a partir de la altura y
el peso de un individuo (véase, por ejemplo, Scientific Tables, Geigy Pharmaceuticals, Ardsley, N.Y. paginas 537-
538 (1970)). Un intervalo de dosis adecuado es de 1 a 1000 mg de equivalente por m? de area de superficie corporal
de un compuesto de la invencion, por ejemplo de 50 a 500 mg/m?.

Otra caracteristica importante del compuesto para uso de acuerdo con la presente invencion se refiere a la toxicidad
global aparente relativamente baja de los derivados administrados de acuerdo con las ensefianzas en el presente
documento. La toxicidad global se puede juzgar usando diversos criterios. Por ejemplo, la pérdida de peso corporal
en un sujeto superior a un 10 % del peso corporal registrado inicialmente (es decir, antes del tratamiento) se puede
considerar como un signo de su toxicidad. Ademas, la pérdida de movilidad general y la actividad y los signos de
diarrea o cistitis en un sujeto también se pueden interpretar como evidencia de toxicidad.

V. Ejemplos

A. EJEMPLO 1: Modelo subcutaneo de leucemia in vivo

Se inyectaron HL60 (1 X 107 células en 0,1 ml) por via subcutanea en el dorso de ratones nu/nu atimicos de 4-6
semanas de edad (Southern Research Institute). Cuando los tumores palpables eran evidentes (volumen tumoral

medio de 100 mm?; es decir aproximadamente 12 dias después de la inoculacion), se clasificaron de forma aleatoria
6 grupos experimentales de ratones. El tratamiento comenzé de acuerdo con los siguientes regimenes:

12



10

15

20

25

30

ES 2529434 T3

Grupo | Animales |Compuesto Dosis Programa de Tratamiento
1 10 Control (PBS) |0 Q4D x 2/2 semanas (DT) - Q3Hx3 ()
2 10 CA1dP 75 mg/kg/iny |Q7D x 2 (DT +1)
3 10 CA4P 75 mg/kg/iny |Q7D x 2 (DT + 1)
4 10 Ara-C 20 mg/kg/iny | Q4D x 2/2 semanas (DT) - Q3Hx3 ()
5 10 CA1dP 75 mg/kg/iny |Q7D x 2 (DT + 1)

Ara-C 20 mg/kg/iny | Q4D x 2/2 semanas (DT) - Q3Hx3 ()
6 10 CA4P 75 mg/kg/iny |Q7D x 2 (DT + 1)

Ara-C 20 mg/kg/iny [Q4D x 2/2 semanas (DT) - Q3Hx3 ()

El volumen del tumor se midi6 tres veces a la semana hasta que se alcanzé el punto final (volumen del tumor > 3000
mm?3), o durante 90 dias después del tratamiento. El tratamiento con Ara-C solo mostré una pequeiia mejoria con
respecto al tratamiento con solucién salina tamponada con fosfato (control). El tratamiento con CA4P como un solo
agente mostré un retraso del crecimiento tumoral y un aumento de la esperanza de vida en comparacion con los
controles (Véase la Figura 1). El tratamiento con un profarmaco de ortoquinona, CA1dP, demostré disminuciones
basicas en el volumen tumoral y cinco regresiones completas de tumor en una poblacién de diez ratones tratados
(Figura 2). La adicion de Ara-C a CA1dP disminuy6 adicionalmente los volimenes tumorales y condujo a seis
regresiones completas de diez ratones tratados (Figura 3).

A. EJEMPLO 2: Actividad de Respuesta a la Dosis

Se inyectaron HL60 (1 X 107 células en 0,1 ml) por via subcutanea en el dorso de ratones nu/nu atimicos de 4-6
semanas de edad (Southern Research Institute). Cuando los tumores palpables eran evidentes (volumen tumoral
medio de 100 mm?3; es decir aproximadamente 12 dias después de la inoculacién), se clasificaron diez grupos
experimentales de ratones de forma aleatoria, cada uno con 10 animales. El tratamiento comenz6 de acuerdo con
los siguientes regimenes:

Grupo | Compuesto Dosis Programa de Tratamiento

1 Control 0 mg/kg/iny

2 CA1dP 75 mg/kg/iny dias 3y 10

3 CA1dP 25 mg/kg/iny dias 3y 10

4 CA1dP 10 mg/kg/iny dias 3y 10

5 CA1dP 2,5 mg/kg/iny |dias3y 10

6 Ara-C 20 mg/kg/iny tres veces al dia los dias 1,4, 8y 12

7 Ara-C + CA1dP |20 mg/kg/iny tres veces al dia los dias 1,4, 8y 12
75 mg/kg/iny dias 3y 10

8 Ara-C + CA1dP |20 mg/kg/iny tres veces al dia los dias 1,4, 8y 12
25 mg/kp/iny dias 3y 10

9 Ara-C + CA1dP |20 mg/kg/iny tres veces al dia los dias 1,4, 8y 12
10 mg/kg/iny dias 3y 10

10 Ara-C + CA1dP |20 mg/kg/iny tres veces al dia los dias 1, 4,8y 12

2,5 mg/kg/iny |dias3y 10

El volumen del tumor se midié tres veces a la semana. Las disminucion del volumen del tumor mostré una clara
relacion de respuesta a la dosis con respecto a la dosis administrada de CA1dP (Véase la Figura 4), la
administracion de dosis de CA1dP superiores a 2,5 mg/kg mostraron una actividad antitumoral significativa. Aunque
el numero de respuestas completas no se vio alterado de forma significativa por la combinaciéon con araC, los
tumores mostraron una inhibicion del crecimiento mas duradera después del tratamiento con CA1dP y araC en
comparacién con los tumores tratados con CA1dP solo.

Diversas modificaciones y variaciones del método y sistema de la invencion descritos seran evidentes para los

expertos en la materia sin apartarse del alcance y el espiritu de la invencion. Aunque la invencién se ha descrito en
conexién con realizaciones preferentes especificas, se deberia entender que la invencién tal como se reivindica no
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se deberia limitar en exceso a tales realizaciones especificas. De hecho, se pretende que diversas modificaciones
de los modos descritos para realizar la invencion que son evidentes para los expertos en la materia estén dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de combretastatina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento
de una neoplasia hematopoyética no sélida en el que la neoplasia hematopoyética es una neoplasia mieloide, y en el
que el compuesto de combretastatina es el difosfato de combretastatina A-1 (CA1dP):

CA1dP 'OCH;4

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en la que el compuesto es una sal farmacéuticamente aceptable,
en la que el cation de la sal puede ser un catién divalente o dos cationes monovalentes.

3. El compuesto para uso segun la reivindicacion 2, en la que el cation divalente es un cation de metal divalente.

4. El compuesto para uso segun la reivindicacion 2, en la que el cation monovalente es un metal alcalino, una amina
alifatica o un amonio.

5. El compuesto para uso segun la reivindicacion 2, en la que el catién monovalente se selecciona entre el grupo que
consiste en sodio, TRIS, histidina, etanolamina, dietanolamina, etilendiamina, dietilamina, trietanolamina, glucamina,
N-metilglucamina, etilendiamina, 2-(4-imidazolil)-etilamina, colina, e hidrabamina.

6. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en la que la neoplasia mieloide es una leucemia mieloide aguda
(AML).

7. El compuesto para uso segun la reivindicacién 1, en la que la neoplasia mieloide es una leucemia refractaria que
infiltra 6rganos.

8. El compuesto para uso segun la reivindicacién 1, en la que la sal farmacéuticamente aceptable es una sal
potasica de difosfato de combretastatina A-1.

9. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un agente quimioterapéutico.

10. El compuesto para uso segun la reivindicacion 9, en la que el agente quimioterapéutico es Ara-C, etopdsido,
tioguanina o ciclofosfamida.
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