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DESCRIPCION
Tetrahidrofolatos en combinacion con inhibidores de EGFR
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a cetuximab y a metilen-tetrahidrofolato para su uso en el tratamiento del cancer.
Antecedentes de la invencion

El cancer es uno de los mayores problemas sanitarios del mundo. Es una de las principales causas de muerte en
todo el mundo vy, junto con las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y las enfermedades respiratorias
cronicas, provoca mas del 60 % de todas las muertes a nivel mundial. Se produjeron aproximadamente 12,7
millones de casos nuevos de cancer y 7,6 millones de muertes por cancer en 2008 en todo el mundo.

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun en hombres y el segundo en mujeres en todo el mundo.
Casi el 60 % de los casos se producen en regiones desarrolladas. Las tasas de incidencia varian en todo el mundo,
pero en general son sustancialmente mas altas en los hombres que en las mujeres. Mas de 600.000 personas
mueren cada afio a causa de la enfermedad, lo que representa el 8 % de todas las muertes relacionadas con el
cancer. Solo en los Estados Unidos, se diagnostican mas de 150.000 casos nuevos cada afio. El cancer de colon se
define como el cancer que se forma en los tejidos del colon (la parte mas larga del intestino grueso). La mayoria de
los canceres de colon son adenocarcinomas (canceres que comienzan en las células que producen y liberan moco y
otros fluidos).

El cancer de colon es una enfermedad altamente tratable y, con frecuencia, curable cuando se localiza en el
intestino. La cirugia es la forma principal de tratamiento y da como resultado la curacién en aproximadamente el
50 % de los pacientes. La reaparicion después de la cirugia es un problema importante y, con frecuencia, es la
principal causa de muerte. Casi la mitad de los casos de cancer colorrectal son metastasicos o se convierten en una
enfermedad metastasica. En estos casos, la quimioterapia es la Unica opcion de tratamiento y el prondstico para el
paciente con frecuencia es bastante malo. De forma similar, las pautas de tratamiento para otras formas de cancer
no conducen a la recuperacion completa de todos los pacientes y muchos canceres reaparecen y/o se convierten en
formas metastasicas.

Por tanto, existe una gran necesidad de terapias a base de farmacos nuevas y mejoradas para combatir no solo el
cancer colorrectal, sino también otras indicaciones de cancer tales como, por ejemplo, cancer de mama, cancer
gastrico, cancer gastrointestinal, cancer de vesicula biliar, cancer de vias biliares, cancer de colon, cancer de recto,
cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de eséfago, cancer mesotelioma, cancer
de pulmén incluyendo cancer de pulmoén no microcitico, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de cuello de
utero, linfoma periférico de linfocitos T (LPLT), melanoma, tumores cerebrales, adenocarcinoma, cancer de eséfago
y osteosarcoma.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) es una tirosina
cinasa que, cuando se estimula, activa varias vias de sefalizacién, incluyendo las vias MAPK, Akt y JNK. La
activacion de las proteinas implicadas en estas vias en ultima instancia conduce a la sintesis de ADN vy la
proliferaciéon celular, y se ha demostrado que la via del EGFR se activa en una amplia diversidad de cénceres,
incluyendo el CCR. Por tanto, el EGFR es una diana atractiva para la terapia antineoplasica. Por tanto, se han
desarrollado varios inhibidores del EGFR para su uso en el tratamiento del cancer. Estos incluyen anticuerpos
monoclonales tales como cetuximab y panitumumab, y el recientemente desarrollado zalutumumab, nimotuzumab y
matuzumab, asi como farmacos de moléculas pequefias tales como gefitinib, erlotinib y lapatinib. En general, los
anticuerpos monoclonales se unen al sitio de union del ligando extracelular del EGFR, mientras que las moléculas
pequefas se unen e inhiben la parte tirosina cinasa intracelular del EGFR.

El cetuximab (Erbitux®) y el panitumumab (Vectibix®) son anticuerpos monoclonales e inhibidores del EGFR.
Ejercen su inhibicidon uniéndose al dominio extracelular del EGFR, evitando de este modo la unién del ligando natural
y la activacion del receptor. El cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico de ratén/humano del isotipo 1gG1,
mientras que el panitumumab es un anticuerpo completamente humano del isotipo 1IgG2.

El cetuximab se usa actualmente para el tratamiento de segunda y tercera linea del cancer colorrectal metastasico
(CCRm), en los casos en que el tumor expresa EGFR y KRAS de tipo silvestre (oncogén virico del sarcoma de ras
Kirsten, por sus siglas en inglés). KRAS es una proteina de unién a trifosfato de guanosina (GTP) corriente abajo del
EGFR y es un componente fundamental de la via de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK, del inglés
mitogen-activated protein kinase), que es un componente de la cascada de sefalizaciéon del EGFR. Las mutaciones
de KRAS conducen a la activacion constitutiva dependiente de EGFR de la via de sefializaciéon y se asocia a una
falta de respuesta y una falta de beneficio de los inhibidores de EGFR tales como cetuximab y panitumumab.
Aproximadamente el 40 % de los canceres colorrectales se caracterizan por una mutacién en el gen KRAS.
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Aproximadamente el 90 % de estas mutaciones se producen en los codones 12 y 13 en el ex6n 2 del gen KRAS,
produciéndose las mutaciones restantes en los codones 61 y 146 (aproximadamente un 5 % en cada uno).

Se ha demostrado que el cetuximab es util para superar la resistencia adquirida a la quimioterapia con irinotecan vy,
por tanto, se usa en combinacién con irinotecan en pacientes con CCRm que son refractarios (resistentes) al
irinotecan. También se usa como agente Unico en pacientes con CCRm después de las pautas a base de irinotecan
y oxaliplatino que han fallado o en pacientes que son intolerantes a las pautas a base de irinotecan.

Ademas, el cetuximab se usa para el tratamiento de pacientes con diversas etapas de carcinoma de células
escamosas de la cabeza y el cuello, ya sea en combinacion con radioterapia o junto con o después de la terapia a
base de platino.

El panitumumab se usa para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico que expresa EGFR refractario en
pacientes con KRAS no mutado, es decir, donde ha fallado otro tratamiento previo.

Aunque inicialmente los inhibidores de EGFR eran muy prometedores como agentes antineoplasicos y, de hecho,
aun tienen usos valiosos, también se asocian a algunos inconvenientes. Cuando se usa en un escenario no tratado
anteriormente (es decir, en pacientes sin tratamiento previo) como agente Unico, la eficacia del cetuximab ha sido
escasa, sin producir ninguna mejora sustancial en la supervivencia de los pacientes. Ademas, cuando se usa en
diferentes tratamientos de combinacion con, por ejemplo, FOLFIRI (5-fluorouracilo (5-FU), leucovorina e irinotecan),
FOLFOX (5-FU, leucovorina y oxaliplatino) o CAPOX (capecitabina y oxaliplatino), el cetuximab mejoré los tiempos
de supervivencia cuando se combind con FOLFIRI, pero produjo una mejora incierta en las tasas de respuesta o los
tiempos de supervivencia para las otras combinaciones (para una revision véase Garreth y Eng, Expert Opin. Biol.
Ther. (2011), volumen 11, paginas 937-949).

Los beneficios del tratamiento con cetuximab son mas evidentes en un escenario refractario a la quimioterapia, es
decir, donde otros tratamientos han fallado, donde se ha demostrado que el cetuximab mejora las tasas de
respuesta cuando se usa como agente Unico y en combinacién con irinotecan (Cunningham et al, N. Engl. J. Med.
(2004), volumen 351, paginas 337-345, Jonker et al., N. Engl. J. Med. (2007), volumen 357, paginas 2040-2048). Se
demostré que la mejora en la supervivencia en este escenario es bastante modesta, es decir, de algunos meses.

El tratamiento con cetuximab se asocia a algunas reacciones secundarias graves y algunas adversas, incluyendo
reacciones alérgicas graves a la infusién, paro cardiopulmonar, toxicidad dermatolégica e hipomagnesemia (Garreth
y Eng, Expert Opin. Biol. Ther. (2011), volumen 11, paginas 937-949; Lenz, Biologics (2007), volumen 1, paginas 77-
91). La toxicidad observada con mayor frecuencia a causa del cetuximab es la erupcién cutanea; la mayoria de los
pacientes desarrolla una erupcion en forma de acné, que puede tener un impacto psicoldgico significativo en el
paciente. Otros efectos secundarios habituales incluyen prurito, cambios en las ufias, dolor de cabeza, diarrea,
infecciones y vémitos. Se observan reacciones secundarias similares en relacién con el tratamiento con
panitumumab.

Por tanto, todavia existe la necesidad de encontrar nuevas pautas de tratamiento contra el cancer, asi como de
mejorar la eficacia y reducir los efectos secundarios de los inhibidores de EGFR tales como cetuximab y
panitumumab.

Los folatos son sustancias endégenas que son esenciales para la division celular y el crecimiento celular. Los folatos
reducidos intracelulares existen como un conjunto de al menos seis formas interconvertibles. Los folatos estan
implicados, por ejemplo, en el metabolismo de los nucleétidos, donde sirven como sustratos y/o coenzimas de
diversas enzimas, tales como la timidilato sintasa (TS) y la dihidrofolato reductasa (DHFR). El folato metilen-
tetrahidrofolato (metilen-THF), por ejemplo, actia como un donador de un carbono en la conversiéon entre dUMP y
dUTP, realizada por la TS. De este modo, contribuye a la sintesis de timidina y, por tanto, a la sintesis de ADN y al
crecimiento celular.

El papel de los folatos en la carcinogénesis es complejo. Los datos experimentales indican que el momento de la
administracion de complementos de folato durante la carcinogénesis es importante (Ulrich, Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev (2006), volumen 15, paginas 189-93; Kim, Gut (2006), volumen 55, paginas 1387-1389). Aunque
los aumentos en los niveles de folato antes de la existencia de lesiones preneoplasicas (tales como focos de criptas
aberrantes o polipos en el colon) pueden prevenir el desarrollo tumoral, se cree que la administracion de
complementos de folato potencia la progresion del cancer una vez que hay presentes lesiones preneoplasicas. Por
tanto, se cree que los folatos inhiben el desarrollo del cancer cuando se usan de forma preventiva, pero se cree que
potencian la progresion del cancer una vez que el cancer ha comenzado a desarrollarse. Puesto que se sabe que
los folatos estan implicados en la sintesis de nucledtidos y en el crecimiento celular, se esperaba que tuvieran dicho
efecto promotor del cancer. Ademas, las células cancerosas con frecuencia regulan positivamente los receptores de
folato para satisfacer su elevada necesidad de nucleétidos para soportar la sintesis del ADN y el crecimiento, por
tanto, se espera un mayor riesgo de promocion del crecimiento tumoral con la administracion de folato (Ulrich, Am. J.
Clin. Nutr. (2007), volumen 86, paginas 271-273).
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Por tanto, los antifolatos, tales como metotrexato y pemetrexed, se han utilizado como agentes quimioterapicos para
el tratamiento del cancer, al ser capaces de inhibir una 0 mas de las enzimas implicadas en el metabolismo de los
folatos y los nucledtidos, por ejemplo, TS y/o DHFR. Las fluoropirimidinas, tales como 5-fluorouracilo (5-FU), se han
utilizado de forma similar como agentes quimioterapicos, al ser capaces de inhibir la TS. Sin embargo, los
antifolatos, asi como las fluoropirimidinas, son citotéxicos y pueden asociarse a efectos secundarios graves para
muchos pacientes.

El acido félico y los folatos, tales como en forma de leucovorina (también conocida como acido folinico),
levoleucovorina y metilen-THF, se han coadministrado con agentes quimioterapicos a pacientes con cancer. Los
folatos se han utilizado, por ejemplo, como agentes de rescate del metotrexato, con el fin de reducir los efectos
secundarios téxicos del metotrexato y el tratamiento con antifolatos multidireccional (Borsi et al, Pediatric
Hematology and Oncology 1990, volumen 7, paginas 347-363; documento EP 1 699 462 B1).

El acido fdlico, la leucovorina y el metilen-THF también se han utilizado en combinacién con 5-FU, con el fin de
potenciar el efecto antitumoral del 5-FU.

Chéradame et al, European Journal of Cancer 1997, vol. 33, N.° 6, paginas 950-959, investiga los factores
predictores relacionados con el folato de la citotoxicidad del 5 FU en presencia o ausencia de acido ¢-folinico.

Los documentos US 5 376 658, US 2007/0099866 A1 y WO 2007/064968 desvelan el uso de tetrahidrofolato (THF)
y/o metilen-THF para potenciar el efecto citotdxico y, por tanto, el efecto quimioterépico del 5-FU.

El documento US2007/0280944 A1 desvela el uso de metilen-THF en combinacion con 5-FU para el tratamiento del
cancer, basandose en el descubrimiento de que el metilen-THF no solo aumenta la eficacia del 5-FU, sino que
también reduce la toxicidad para el paciente del 5-FU. Ademas, se administra al menos un farmaco antineoplasico
adicional al paciente. El farmaco antineoplasico adicional puede ser, por ejemplo, un anticuerpo anti-EGFR tal como
cetuximab.

El documento WO 2008/109349 A1 desvela una pauta de tratamiento para el tratamiento del cancer, que comprende
administrar 5-FU y metilen-THF al paciente determinados dias y administrar capecitabina (comercializada como
Xeloda®) al paciente en los dias intermedios. La capecitabina es anadloga al 5-FU, pero se administra al paciente por
via oral. En ciertas realizaciones, el tratamiento incluye adicionalmente la coadministracion de un agente
quimioterapico, por ejemplo, cetuximab.

El documento US 2011/0052581 A1 desvela un método para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico
mediante la administracion de picoplatino junto con cetuximab y opcionalmente con 5-FU y leucovorina.

Por tanto, se ha utilizado cetuximab junto con 5-FU y folatos, tales como leucovorina y metilen-THF. En estas pautas
de tratamiento, los folatos se han utilizado con el fin de potenciar el efecto del 5-FU.

Sumario de la invencién

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el folato metilen-THF potencia el efecto
antineoplasico del inhibidor de EGFR cetuximab, incluso en ausencia de 5-FU. Es decir, este folato parece tener una
capacidad intrinseca para aumentar la eficacia del tratamiento con cetuximab. El mecanismo detras de esta
propiedad no se ha dilucidado, pero puede deberse a una propiedad antineoplasica intrinseca inesperada del propio
folato o a un mecanismo sinérgico entre el folato y el receptor de EGFR y/o el inhibidor de EGFR. Por tanto, la
presente invencion demuestra una nueva combinacion de metilen-THF y cetuximab, en ausencia o aislamiento del 5-
FU, para el tratamiento del cancer.

La nueva combinacién de metilen-THF y cetuximab, sin 5-FU, proporciona una pauta de tratamiento del cancer que
es mas eficiente que el uso del cetuximab como agente Unico y que tiene menos efectos secundarios en
comparacion con una pauta de tratamiento que incluye 5-FU. Dicha pauta de tratamiento puede, por ejemplo, ser util
para prevenir la reaparicion del cancer. Ademas, un tratamiento de este tipo es util en los casos en los que no puede
usarse 5-FU, por ejemplo, porque el paciente no lo tolera.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende, como componentes,
metilen-tetrahidrofolato y cetuximab, para su uso en el tratamiento del cancer.

La composiciéon farmacéutica es para la administracion en aislamiento del 5-fluorouracilo y en aislamiento de
analogos, profarmacos y/o metabolitos de 5-fluorouracilo. En una realizacion, dicho 5-fluoruracilo y/o dichos
analogos, profarmacos y/o metabolitos de 5-fluoruracilo se metabolizan a FAUMP.

La composicion farmacéutica puede usarse para la inhibicion del crecimiento tumoral o la reduccion del volumen de
un tumor. El tumor puede ser un tumor sélido o no sélido, preferentemente un tumor sélido.
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Son ejemplos de inhibidores de EGFR gefitinib, erlotinib y lapatinib, y anticuerpos policlonales o monoclonales
inhibidores de EGFR tales como cetuximab, panitumumab, zalutumumab, nimotuzumab y matuzumab, o
combinaciones de los mismos. Otros inhibidores de EGFR se enumeran en la Tabla A. De acuerdo con la invencion,
el inhibidor de EGFR es el anticuerpo monoclonal inhibidor de EGFR cetuximab.

En una realizacién, el metilen-tetrahidrofolato es [6R]-metil-tetrahidrofolato.

En una realizacion, el metilen-tetrahidrofolato de la composicidon farmacéutica es para la administracion no mas tarde
de 24 horas antes de la administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo. En otras
realizaciones, es para la administracion no mas tarde de 36 horas o 48 horas antes de la administracion de 5-FU y/o
analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo.

En otras realizaciones, el metilen-tetrahidrofolato de la composicién farmacéutica es para la administracion como
pronto 6 horas, 24 horas, 48 horas, una semana o 12 dias después de la administracion de 5-FU y/o analogos,
profarmacos y/o metabolitos del mismo.

En otras realizaciones mas, la composicion farmacéutica es para la administracion no mas tarde de una semana
antes de la administracion de 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo, y/o para la administracion
como pronto una semana después de la administracién de 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del
mismo.

En una realizacién, la composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién es para la administracion en
aislamiento del 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo durante un periodo de tiempo de al
menos tres meses.

El metilen-tetrahidrofolato y el inhibidor de EGFR cetuximab de la composiciéon farmacéutica pueden formularse en
diferentes composiciones farmacéuticas o en una composicién farmacéutica comun.

En una realizacion, el inhibidor de EGFR cetuximab se administra en una cantidad de al menos 50 mg/m?,
preferentemente al menos 100 mg/m? y mas preferentemente al menos 250 mg/m?2, 400 mg/m? o 500 mg/m?, y como
maximo 1000 mg/m?2.

El metilen-tetrahidrofolato puede ser para la administracion en una cantidad de al menos 10 mg/m?, preferentemente
al menos 20 mg/m2, mas preferentemente al menos 50 mg/m?, mucho mas preferentemente al menos 100 mg/m?,
200 mg/m?2 o0 500 mg/m? y como maximo 5 g/mZ.

En diferentes realizaciones, el metilen-tetrahidrofolato es para la administracion una o dos veces al dia, cada
segundo o tercer dia, una vez a dos veces a la semana o una vez cada dos o tres semanas. El inhibidor de EGFR
cetuximab puede administrarse una vez al dia, cada segundo o tercer dia, una vez a dos veces a la semana o una
vez cada dos o tres semanas.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede ser para el tratamiento de un cancer seleccionado
entre cdncer de mama, cancer gastrico, cancer gastrointestinal, cancer de vesicula biliar, cancer de vias biliares,
cancer de colon, cancer de recto, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de
esofago, cancer mesotelioma, cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén no microcitico, cancer de ovario,
cancer endometrial, cancer de cuello de utero, linfoma periférico de linfocitos T (LPLT), melanoma, tumores
cerebrales, adenocarcinoma, cancer de es6fago y osteosarcoma.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra las principales vias metabdlicas mediante las cuales el folato repercute en la sintesis,
reparacion y metilacién del ADN.

La Fig. 2 muestra el desarrollo de la mediana del volumen tumoral a lo largo del tiempo en los grupos de
animales del ejemplo 1, que reciben vehiculo, cetuximab, cetuximab con metilen-THF, cetuximab con 5-FU y
cetuximab con 5-FU y metilen-THF, respectivamente.

La Fig. 3 muestra un grafico de Kaplan Meier que muestra el tiempo hasta el criterio de valoracién, como se
define en el ejemplo 1, para los animales de los grupos respectivos del ejemplo 1.

La Fig. 4 muestra el desarrollo de la mediana del peso corporal a lo largo del tiempo en los grupos de animales
respectivos del ejemplo 1.

Descripcion detallada
En el trabajo de investigacién que condujo a la presente invencion, los inventores descubrieron sorprendentemente

que el metilen-tetrahidrofolato (metilen-THF) tiene la capacidad de potenciar la eficacia del cetuximab como agente
antineoplasico, cuando se usa en aislamiento del 5-FU (véase el ejemplo 1, Fig. 2 y 3). Ademas, se descubrié que
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los efectos secundarios toxicos cuando se administraban metilen-THF y cetuximab se reducian en comparacion con
la administracion de metilen-THF y cetuximab en combinacién con 5-fluorouracilo (5-FU) (véase el ejemplo 1, Fig. 4).
Estos descubrimientos condujeron a los inventores a proporcionar una nueva combinacién de metilen-THF y
cetuximab, en ausencia o en aislamiento del 5-FU y/o analogos, profdrmacos y/o metabolitos del mismo, para el
tratamiento del cancer. La nueva combinacion de metilen-THF y cetuximab, sin 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o
metabolitos del mismo, proporciona una pauta de tratamiento del cancer que es mas eficiente que el uso de
cetuximab como agente Unico y que tiene menos efectos secundarios en comparacion con una pauta de tratamiento
que incluye 5-FU y/o andlogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo. Ademas, un tratamiento de este tipo es util
en casos en los que no puede usarse 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo, por ejemplo,
porque el paciente no lo tolera.

Como se ha descrito anteriormente, los folatos, tales como en forma de leucovorina (acido folinico), tetrahidrofolato
(THF) y metilen-THF, son sustancias endégenas que son esenciales para la division celular y el crecimiento celular.
Para la terapia contra el cancer, se han utilizado para aliviar los efectos secundarios graves del metotrexato y el
tratamiento con antifolatos multidireccional (Borsi et al, Pediatric Hematology and Oncology 1990, volumen 7,
paginas 347-363; documento EP 1 699 462 B1) y/o para potenciar el efecto antitumoral del 5-FU y sustancias
analogas tales como la capecitabina.

Los folatos alimentarios en general estan disponibles en dos formas complementarias, acido félico y leucovorina. La
administracion oral de acido félico requiere una etapa de desconjugacion en el intestino delgado, asi como una
etapa de reduccion a folatos reducidos en el higado, con el fin de estar disponibles para la captacion en las células
del cuerpo. La administracién oral de leucovorina (también denominada acido folinico o 5-formiltetrahidrofolato) por
otro lado, elude estas etapas de desconjugacion y reduccién. La leucovorina parece ser una forma de folato mas
metabolicamente activa que el acido félico y, como folato reducido, podria cruzar directamente la barrera
hematoencefalica. Al igual que el acido fdlico, la leucovorina debe metilarse para convertirse en metabolicamente
activa. La etapa de metilacion del acido félico requiere niveles adecuados de serina y una enzima serina hidroxil-
metil-transferasa (SHMT) funcional. La complementacion con los folatos reducidos metilen-THF y metil-
tetrahidrofolato (metil-THF) tiene la ventaja de eludir esta etapa de metilacion.

La Fig. 1 resume las principales vias metabdlicas por las cuales el folato y la homocisteina tienen repercusion sobre
la sintesis, reparacion y metilacion del ADN. La enzima MTHFR equilibra la metilacion del ADN vy las vias de sintesis
de ADN para mantener una homeostasis normal. (TFR = transportador de folato reducido; FPGS = folilpoliglutamato
sintasa; GGH = y-glutamil hidrolasa; TS = timidilato sintasa; THF = tetrahidrofolato; MTHFR = metilen-tetrahidrofolato
reductasa; MS = metionina sintasa; SAM = S-adenosilmetionina; DPD = dihidro-pirimidina deshidrogenasa; B2 =
riboflavina; B6 = piridoxina; B12 = cobalamina).

El transportador de folato reducido, TFR-1, es el principal transportador de folatos reducidos hacia las células
(Sirotnak FM, Tolner B, "Carrier-mediated membrane transport of folates in mammalian cells"; Annu Rev Nutr 1999;
19: 91-122). Intracelularmente, los monoglutamatos de folato reducido se convierten en poliglutamatos por la enzima
folilpoliglutamato sintasa (FPGS) (Shane B, "Folylpolyglutamate synthesis and role in the regulation of one-carbon
metabolism", Vitam Horm 1989; 45: 263-335). La forma de poliglutamato del tetrahidrofolato se convierte después en
5,10-metilentetrahidrofolato (metilen-THF), necesario como donador de metilo en la conversion de dUMP en dTMP
(Spears CP et al, "Deoxyuridylate effects on thymidylate synthase-5-fluorodeoxyuridylate-folate ternary complex
formation"; Biochem Pharmacol 1989; 38: 2985-93; Spears CP, et al "Thymidylate synthetase inhibition in malignant
tumors and normal liver of patients given intravenous 5-fluorouracil", Cancer Res 1984; 44: 4144-50). La conversion
es catalizada por la timidilato sintasa (TS). El metilen-THF también es el precursor del 5-metiltetrahidrofolato
metabodlicamente activo (metil-THF), utilizado en la re-metilacién de la homocisteina. La conversion de metilen-THF
en metil-THF depende de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).

La enzima y-glutamil hidrolasa (GGH) cataliza la degradacion de los poliglutamatos inter e intracelulares (Galivan J
et al, "Glutamyl hydrolase. Pharmacological role and enzymatic characterization", Pharmacol Ther 2000; 85: 207-15).

Como se muestra, el funcionamiento apropiado de las vias de sintesis y metilacion del ADN requiere riboflavina
(vitamina B2), piridoxina (vitamina B6) y cobalamina (vitamina B12), ademas de folatos. Los niveles inadecuados de
cualquiera de estos metabolitos dardn como resultado niveles elevados de homocisteina. La deficiencia de piridoxina
también alterara la capacidad celular para producir glutation, el antioxidante principal necesario para la
desintoxicacion del dafio por radicales libres y agentes alquilantes.

Como se muestra en la Fig. 1, el metilen-THF es un metabolito intracelular normal del acido félico, para su uso en la
sintesis de timidilato por la timidilato sintasa (TS). Lo mismo es cierto con respecto a los poliglutamatos de metilen-
THF. El metilen-THF también es utilizado por otras varias enzimas, incluyendo la metilen-tetrahidrofolato reductasa,
la serina hidroximetilasa y la Cl-tetrahidrofolato sintasa y la metilen-tetrahidrofolato deshidrogenasa. Estas
interconversiones que usan metilen-THF son esenciales para la sintesis de purinas, la sintesis de aminoacidos y el
metabolismo lipidico. Por tanto, el metilen-THF se ubica en un punto de ramificacién metabdlica como sustrato para
al menos cuatro enzimas diferentes (Spears et al, Patente de los EE.UU. N.° 5.376.658).
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Por tanto, desde hace mucho tiempo se sabe que el metilen-THF propaga el crecimiento celular actuando como un
donador de un carbono en la conversién entre dUMP y dUTP, realizada por la enzima Timidilato Sintasa (TS) y se
esperaba, por tanto, que tuviera un efecto promotor del cancer.

Como se ha indicado anteriormente, estudios previos han demostrado que el estado del folato puede modular la
toxicidad y la eficacia de la quimioterapia contra el cancer. Por tanto, se han utilizado acido félico y leucovorina en
combinacién con farmacos antineoplasicos, por ejemplo, metotrexato, con el fin de mitigar sus efectos citotoxicos, y
5-FU para aumentar su efecto antineoplasico.

Por tanto, se sabe que el acido félico, la leucovorina y su metabolito metilen-THF potencian el efecto quimioterapico
del 5-FU. La eficacia antineoplasica potenciada se consigue mediante metilen-THF, que refuerza el efecto inhibidor
del 5-FU sobre la timidilato sintasa (TS). El metilen-THF induce este aumento de la inhibicion mediante la formacion
de un complejo ternario con TS y FAUMP, que es un metabolito de 5-FU, fortaleciendo de este modo la union de
FAUMP a TS. Por tanto, en ausencia de metilen-THF, FAUMP se une a TS de forma extremadamente débil. Sin
embargo, en presencia de un gran exceso de metilen-THF, incluso niveles bajos de FAUMP se unen a TS. En
presencia de metil-THF en exceso los complejos ternarios entre TS, metil-THF y FAUMP son estables y no se
produce actividad de TS significativa. Esta inhibicion eficiente de la TS conduce a un estado de la célula sin timidina,
a una mayor incorporacion incorrecta de uracilo en el ADN y una mayor incorporacion errénea de uracilo en el ADN
y a la inhibicion del crecimiento de las células tumorales y a la muerte celular. Puesto que el metilen-THF es el
principio activo del metabolismo del acido félico o de la leucovorina, el uso de este folato endégeno es mucho mas
favorable que el uso de acido félico o leucovorina.

Para la presente invencion, las sustancias que son analogas a 5-FU son sustancias que se metabolizan a FAUMP.
Los ejemplos incluyen capecitabina (Xeloda®), floxuridina (5-fluorodesoxiuridina, FUDR), tegafur (Teysuno™,
Ftorafur®, UFT) y 5'-desoxifluorouridina (Doxifluridine™).

Por tanto, se ha demostrado anteriormente que el metilen-THF tiene un efecto antineoplasico en combinaciéon con 5-
FU mediante el fortalecimiento de la union de FAUMP a TS. Cuando se administra metilen-THF sin la
coadministracién de 5-FU y/o anélogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo, este mecanismo no se produce v,
por tanto, se espera que el metilen-THF no contribuya a ningun efecto antineoplasico. Los descubrimientos de los
inventores, de que el metilen-THF, cuando se usa solamente junto con el inhibidor de EGFR cetuximab y no con 5-
FU, contribuye a un aumento de la actividad inhibidora tumoral es, por tanto, muy sorprendente (véase el ejemplo 1).

Por tanto, para la presente invencion, el metilen-THF en combinacién con cetuximab se proporciona en aislamiento
del 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo, para el tratamiento del cancer.

Un inhibidor de EGFR puede ser un inhibidor de EGFR de molécula pequefia o un anticuerpo monoclonal inhibidor
de EGFR. Los ejemplos de inhibidores de EGFR de molécula pequefia incluyen gefitinib, erlotinib y lapatinib. Los
ejemplos de anticuerpos monoclonales inhibidores de EGFR incluyen cetuximab, panitumumab, zalutumumab,
nimotuzumab y matuzumab. Los inhibidores de EGFR que se encuentran actualmente en desarrollo se enumeran en
la Tabla A. EI metilen-THF puede usarse en combinacion con cetuximab para el tratamiento del cancer. El metilen-
THF es un metabolito de folato que en general se sabe que existe en equilibrio con THF (véase, por ejemplo, la Fig.
1). El metilen-THF es convertido en metil-THF por la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Ademas, el
metil-THF es un precursor de THF y metilen-THF.

Tabla A
Producto Empresa Principio activo Tipo de. Indicacion
sustancia
BIBW2948BS Bo_ehrlnger Ingelheim GmbH i i Bronqwt_ls (Brgn.qums
(Privado) obstructiva crénica)
CGP59326A Novartis AG (NVS) - - Tumores solidos
CP545130 Pfizer Inc (PFE) i 5 Infecciones por virus del
papiloma humano
EDP13 BioLineRx, Ltd (BLRX (TASE)) |- : Cancer (canceres de origen
epitelial)
HMPL309 Hu’gchlson MediPharma Ltd i i Cancer
(Privado)
UNJ26483327  |Johnson & Johnson (JNJ) ! : Tumores solidos (tumores
solidos no especificados)
Nueyo |.nh|b|.dor Mebiopharm Co Ltd (Privado) |- - Cancer
de tirosina cinasa
Tovok con Boehringer Ingelheim GmbH afatinib; MEOIiCe%IZ + Cancer de pulmoén no
Cetuximab (Privado) cetuximab; sirolimus pmA(jb microcitico
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Producto Empresa Principio activo Tipo de. Indicacion
sustancia
AG1478 Alg'en Biopharmaceuticals Inc. MoIeCliIa Psoriasis
(Privado) pequefa
Advenchen Laboratories, LLC Molécula
AL6802 (privada) Simcere - equenia Cancer
Pharmaceutical Group. (SCR) Peq
CO1686 Avila Therapeutics Inc (Privado) | Molécula |Cancer de pulmdn no
Clovis Oncology Inc (CLVS) pequefa |microcitico
MDX214 Bristol-Myers Squibb Company | Molécula |Cancer (Cancer que
(BMY) pequefia [expresa EGFr)
Medisyn Technologies, Inc. Molécula |Melanoma (melanoma
MT062 . - ;
(Privado) pequefa |maligno)
111In-NLS- YM BioSciences Inc. (YM nimotuzumab mAb Cancer de mama
nimotuzumab (TSX))
ABT806 Abbott Laboratories (ABT) - mAb Cancer
AFM21 Affimed Therapeutics AG ) mAb Tumores sélidos
(Privado)
Biocon Ltd (Codigo de Stock Cancer de cabeza y cuello
BIOMAb EGFR Numero: 532523 (BSE)) o nimotuzumab mAb (Qancer avanzado de
Ferozsons Laboratories Limited células escamosas de
(FEROZ (KASE)) cabeza y cuello)
CetuGEX GLYCOTOPE GmbH (Privado) | mAb Tumores slidos (fumores
solidos avanzados)
'YM BioSciences Inc. (YM . Tumor cerebral (astrocitoma
CIMAher (TSX)) Eurofarma (Privado) nimotuzumab mAD maligno en pediatria)
anticuerpo monoclonal
DXL1218 InNexus Biotechnology Inc. (IXS|del receptor del factor mAb Céncer colorrectal (Cancer

(TSXV))

de crecimiento
epidérmico

colorrectal metastasico)

anticuerpo EGFR
BiTE

Micromet Inc (MITI)

anticuerpo del receptor
del factor de
crecimiento epidérmico
(recombinante)

mAb

Tumores solidos
(Adenocarcinoma)

anticuerpo monoclonal

Anticuerpo del receptor del factor
monoclonal de  |GTC Biotherapeutics (Privado) de crecimiento mAb Cancer
EGFR GTC T
epidérmico
EMD72000 EMD Serono, Inc. (Privado)  |matuzumab mAb Cancer de ovario (cancer
de ovario recurrente)
Bristol-Myers Squibb Company Cancer de endometrio
. (BMY) Eli Lilly & Co (LLY) . . .
Erbitux - cetuximab mAb (cancer de endometrio
ImClone Systems (Privado) rogresivo o recurrente)
Merck Serono SA (Privado) prog
Instituto Ludwig para la
hu806 investigacion del cancer Ltd - mAb Cancer
(Privado)
Cancer de cabeza y cuello
HuMax-EGFr Genmab A/S (GEN (CPSE)) zalutumumab mAb ((;arcmoma avanzado de
células escamosas de
cabeza y cuello)
IMC11 F8 Eli Lilly & Cq (LLY) ImClone necitumumab mAb Tl’.lr.nores sélidos (tumores
Systems (Privado) soélidos avanzados)
MDPO1 Med Discovery SA (Privado) - mAb Cancer
Anticuerpo . . .
Monoclonal 806 I(_Il_féaps)c(lg;lisg dlzr)\armaceuncals mAb Cancer
LIFE SCIENCE
. BioTech Pharmaceuticals Co., _(:l_splatln’o;. docetaxel; Tumor cerebral (tumores
Nimotuzumab irinotecan; mAb

Ltd. (Privado)

nimotuzumab

cerebrales pediatricos)




10

15

20

25

30

35

40

ES 2 687293 T3

Producto Empresa Principio activo Tipo de. Indicacion
sustancia
RadioThereCIM YM BioSciences Inc. (YM - mAb Tumor cerebral
(TSX))
anticuerpo monoclonal
F. Hoffmann-La Roche Ltd del receptor del factor .
RG7160 (ROG (SWX)) de crecimiento mAb Cancer de cabeza y cuello
epidérmico
anticuerpo monoclonal
RG7597 F. Hoffmann-La Roche Ltd del receptor del factor mAb Tumores solidos (Tumores
(ROG (SWX)) de crecimiento epiteliales metastasicos)
epidérmico
anticuerpo del receptor
. del factor de Tumores solidos (tumores
Sym004 Symphogen A/S (Privado) e ... |mAb o1
crecimiento epidérmico solidos avanzados)
(recombinante)
TheraCIM Innogene Kalbiotech (Privado) [nimotuzumab mAb Cancer de cuello de utero
Vectibix IAmgen Inc (AMGN) panitumumab mAb T‘,*T”°res solldqs (lTumores
soélidos en pediatria)
anticuerpo monoclonal
\YMB1005 'YM BioSciences Inc. (YM del recgptpr del factor mAb Cancer
(TSX)) de crecimiento
epidérmico

Son expresiones alternativas para metilen-THF, por ejemplo, 5,10-metilen-tetrahidrofolato, 5,10-metilen-THF,
CH2FH4 y 5,10-CH2-FHa. El metilen-THF puede usarse, por ejemplo, en forma de su sal de Ca o Naz o en forma de
diversas sales de sulfato. Adicionalmente, de acuerdo con la presente invencién, puede usarse el acido libre, es
decir, acido 5,10-metilen-tetrahidrofélico o acido 5,10-metilentetrahidropteroilglutamico (5,10-CHz-Hs-PteGlu).

Son expresiones alternativas para metil-THF, por ejemplo, 5-metil-THF, CHsH4F y 5-CHs-H4F. El metil-THF puede
usarse, por ejemplo, en forma de su sal de Ca o Naz o en forma de diversas sales de sulfato. Adicionalmente, puede
usarse el acido libre, es decir, acido 5-metil-tetrahidrofélico o acido metiltetrahidropteroil-glutamico (5-CHs-H4PteGlu).

Son expresiones alternativas para THF, por ejemplo, HsF, FH4 y 5,6,7,8-tetrahidrofolato. El THF puede usarse, por
ejemplo, en forma de su sal de Ca o Naz2 o en forma de diversas sales de sulfato. Adicionalmente, puede usarse el
acido libre, es decir, acido tetrahidrofdlico o acido tetrahidropteroil-glutamico (HsPteGlu).

El THF, el metilen-THF y el metil-THF pueden existir en varias formas isoméricas, sin embargo, se prefieren los
isémeros bioldgicamente activos de metilen-THF de acuerdo con la presente invencion. Como se usa en el presente
documento, "isémero biolégicamente activo" se refiere a un isémero endégeno de THF, metilen-THF o metil-THF, es
decir, una forma natural que se adapta a los sistemas de enzimas del cuerpo. Un isémero biolégicamente activo
natural de THF es [6S]-THF también denominado acido [6S]-tetrahidrofélico. Un isémero bioldgicamente activo
natural de metilen-THF es [6R]-metilen-THF también denominado acido [6R]-5,10-metilentetrahidrofdlico
(Modufolin®). Y un isdbmero biolégicamente activo natural de metil-THF es [6S]-metil-THF también denominado acido
[6S]-5-metiltetrahidrofélico.

El metilen-THF viene en diferentes formas esterecisoméricas. La mezcla racémica comprende [6R,6S]-metilen-THF
(aproximadamente el 50 % de configuracion 6R y el 50 % de configuracion 6S). Sin embargo, la isoforma [6R]-
metilen-THF (aproximadamente el 100 % de la configuracion 6R) es la biolégicamente activa. Para la presente
invencion, puede usarse [6R]-metilen-THF o [6R,6S]-metilen-THF. Se prefiere la isoforma biolégicamente activa,
[6R]-metilen-THF, puesto que tiene un efecto antitumoral mas eficiente. Pueden usarse metilen-THF o [6R]-metilen-
THF tanto naturales como sintéticos. Cuanto mayor sea la porcién de peso de un isémero biolégicamente activo, se
obtendran mejores resultados.

El [6R]-metilen-THF para su uso de acuerdo con la presente invencion tiene adecuadamente una pureza del 90 % o
superior. Se prefiere una pureza del 97 % o superior. Cuanto mayor sea la porcién de peso de un isémero
biolégicamente activo, se conseguira una mejor estabilidad. A bajas purezas, el THF, el metilen-THF y el metil-THF
son muy susceptibles a la oxidacién y, por tanto, inestables.

La combinaciéon o composicion de cetuximab y metilen-THF no comprende 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o
metabolito del mismo. En otras palabras, dicha combinacién o composiciéon de cetuximab y metilen-THF, se
proporciona para la administracion en aislamiento, o por separado, de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o
metabolito del mismo. En una realizacién, la combinacién o composicién de cetuximab y metilen-THF se proporciona
para el tratamiento del cancer en aislamiento, o por separado, de otros agentes quimioterapicos. En otras palabras,
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la combinaciéon o composicion de cetuximab y metilen-THF en esa realizacidon no se administrada simultaneamente o
concurrentemente con otros farmacos antineoplasicos.

En una realizacion, el metilen-THF se administra al paciente no mas tarde de tres semanas, o dos semanas, o 7
dias, o 5 dias, o 3 dias, 0 48 horas, o 36 horas, o 24 horas antes de la administracion de 5-FU y/o un analogo,
profarmaco y/o metabolito del mismo o, en dichas realizaciones, cualquier otro farmaco antineoplasico. En una
realizacién, no se administra 5-FU y/o analogos, profarmacos y/o metabolitos del mismo al paciente antes de que el
nivel en el cuerpo de metilen-THF se haya hundido por debajo del nivel fisiolégicamente activo. La semivida del
metilen-THF es de aproximadamente 20 minutos, la semivida del THF es de aproximadamente 30 minutos y la
semivida del metil-THF es de aproximadamente 5 horas.

En una realizacién, el metilen-THF se administra al paciente como pronto 6 horas, o 12 horas, o 24 horas, o 48
horas, 3 dias, o0 4 dias, o 5 dias, o 7 dias, o dos semanas o tres semanas después de la administracién de 5FU y/o
un analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo, o cualquier otro farmaco antineoplésico, respectivamente. En una
realizacion, el metilen-THF se administra al paciente después de que el nivel en el cuerpo del 5-FU y/o analogo,
profarmaco y/o metabolito del mismo, o, en dichas realizaciones, cualquier otro farmaco antineoplasico, esté debajo
de un nivel fisiolégicamente activo.

Por "proporcionado para la administracién en aislamiento o por separado de" se entiende que la combinacién de
metilen-THF y cetuximab puede administrarse no mas tarde de una semana, dos semanas, tres semanas, un mes,
dos meses o tres meses antes de la administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo o,
en dichas realizaciones, cualquier otro farmaco antineoplasico, respectivamente. Es decir, cualquiera de los
componentes metilen-THF o cetuximab puede administrarse no mas tarde de una semana, dos semanas, tres
semanas, un mes, dos meses o tres meses antes de la administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o
metabolito del mismo, o cualquier otro farmaco antineoplasico, respectivamente. Como alternativa, la combinacion
de metilen-THF y cetuximab puede administrarse como pronto una semana, dos semanas, tres semanas, un mes,
dos meses o tres meses después de la administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o metabolito del
mismo, o cualquier otro farmaco antineoplasico, respectivamente. Es decir, uno de los componentes metilen-THF o
cetuximab puede administrarse no antes de una semana, dos semanas, tres semanas, un mes, dos meses o tres
meses después de la administracién de 5-FU y/o un anédlogo, profarmaco y/o metabolito del mismo, o cualquier otro
farmaco antineoplasico.

Pueden administrarse metilen-THF y cetuximab simultaneamente o consecutivamente. En caso de la administracion
consecutiva, primero se administra metilen-THF y después se administra cetuximab o primero se administra
cetuximab y después metilen-THF.

El intervalo entre las administraciones depende de las caracteristicas del farmaco y puede variar de horas a dias. El
metilen-THF puede administrarse al paciente una o dos veces al dia, cada dos o tres dias, una vez a dos veces a la
semana o una vez cada dos o tres semanas. El cetuximab puede administrarse, por ejemplo, cada dos o tres dias,
una vez a dos veces por semana o una vez cada dos o tres semanas.

La combinacion de metilen-THF y cetuximab puede administrarse al paciente en aislamiento del 5-FU, y/o analogos,
profarmacos y/o metabolitos del mismo, u otros farmacos antineoplasicos durante un periodo de tiempo de al menos
un dia o al menos una semana, o dos semanas, o tres semanas, o un mes, o dos meses, o tres meses, 0 seis
meses, o un afo, o dos afios. En una realizacién, se administra durante un periodo de tiempo de al menos tres
meses.

El cetuximab se administra preferentemente en una dosis de 10 mg a 1000 mg, preferentemente de 100-800 mg. La
dosis para infusion intravenosa es de al menos 50 mg/m? (area de superficie corporal), preferentemente al menos
100 mg/m? y mas preferentemente al menos 250 mg/m? o aproximadamente 400 mg/m?. La dosis maxima es de
aproximadamente 500 mg/m2. La dosis se ajustara individualmente y, por tanto, puede variar, por ejemplo,
dependiendo del estado y la fisiologia del paciente. Puede, por ejemplo, administrarse por via subcutanea,
intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intranasal u oral.

El metilen-THF se administra preferentemente en una dosis de 100 pg a 1000 mg, preferentemente una dosis de
100-200 mg. La dosis por dia varia entre 1 mg y 1000 mg, en particular entre 100 mg y 500 mg. La dosis es de al
menos 10 mg/m?, preferentemente al menos 20 mg/m?, mas preferentemente al menos 50 mg/m?, mucho mas
preferentemente al menos 100 o 200 mg/m?2. La dosis maxima es de aproximadamente 5 g/m? o preferentemente
1 mg/m? o 500 mg/mZ2. La dosis se ajustara individualmente y, por tanto, puede variar, por ejemplo, dependiendo del
estado y la fisiologia del paciente. Puede, por ejemplo, administrarse por via subcutanea, intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, intranasal u oral.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion también puede comprender ingredientes no activos, tales

como un vehiculo inerte 0 adyuvantes farmacéuticamente aceptables, excipientes, conservantes, acido ascérbico,
agentes reductores, ascorbato, antioxidantes, etc., que son bien conocidos por los expertos en la materia.
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La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion puede formularse mediante métodos de fabricacion
convencionales. La parte de metilen-THF de la combinacién puede fabricarse, por ejemplo, mediante métodos de
fabricacién similares a los utilizados para la producciéon de leucovorina. El metilen-THF de la presente invencion
también puede fabricarse como se describe en el documento PCT/EP2004/006944 y los documentos de patente
relacionados con el mismo.

Son ejemplos de canceres que se han de tratar de acuerdo con la invencidon cancer de mama, cancer gastrico,
cancer gastrointestinal, cancer de vesicula biliar, cancer de vias biliares, cancer de colon, cancer de recto, cancer de
higado, cancer de pancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de eséfago, cancer mesotelioma, cancer de pulmon,
incluyendo cancer de pulmoén no microcitico, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de cuello de utero,
linfoma periférico de linfocitos T (LPLT), melanoma, tumores cerebrales, adenocarcinoma, cancer de eséfago y
osteosarcoma. Sin embargo, puede tratarse cualquier cancer con la composicion farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion.

En una realizacion, la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion es para el tratamiento del cancer, en la
que el tumor primario, las metastasis ganglionares y/o la metastasis a distancia tienen un estado KRAS de tipo
silvestre o son de tipo silvestre en los codones KRAS 12 y 13.

Un método para el tratamiento del cancer puede comprender administrar a un paciente una cantidad
farmacéuticamente activa de un inhibidor de EGFR y una cantidad farmacéuticamente activa de metilen-THF, THF o
metil-THF.

La expresion "agente quimioterapico" o "agente antineoplasico" o "farmaco antineoplasico" como se usa en el
presente documento se refiere a un medicamento para el tratamiento del cancer, es decir, se refiere a un
agente/principio activo que tiene un efecto antineoplasico o antitumoral. Un efecto de este tipo puede implicar la
inhibicion del crecimiento tumoral, la reduccién del volumen tumoral, la induccion de la muerte de células tumorales,
la inhibicion de la formacién de metastasis, la inhibiciéon de la reaparicién tumoral.

El término "paciente”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier mamifero humano o no humano
que necesite ser tratado con los métodos, el kit o las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion.

El término "tratamiento" como se usa en el presente documento se refiere tanto al tratamiento con el fin de curar o
aliviar los sintomas de diferentes tipos de cancer, como al tratamiento con el fin de prevenir el desarrollo de cancer o
prevenir la reaparicion del cancer. En particular, los tumores sélidos son muy adecuados para ser tratados de
acuerdo con la invencién. Sin embargo, pueden tratarse tumores tanto sélidos como no sélidos.

La expresion "cantidad farmacéuticamente activa" como se usa en el presente documento se refiere a una dosis de
una sustancia que conducird al efecto farmacoldgico y/o terapéutico deseado. El efecto farmacoldgico y/o
terapéutico deseado es, como se ha indicado anteriormente, curar o aliviar los sintomas de diferentes tipos de
cancer y prevenir el desarrollo de cancer.

La expresion "nivel fisioldgicamente activo" como se usa en el presente documento se refiere a un nivel de una
sustancia dentro del cuerpo de un paciente, por ejemplo, el nivel circulante en sangre, al que se consigue el efecto
fisiologico deseado. Por debajo de este nivel, el efecto fisioldgico no se consigue o no es detectable. El efecto
fisiolégico de un farmaco antineoplasico puede ser, por ejemplo, la inhibicién del crecimiento tumoral, la reduccién
del volumen tumoral, la induccion de la muerte de células tumorales, la inhibicion de la formaciéon de metastasis, la
inhibicion de la reapariciéon tumoral.

El término "eficacia" de un tratamiento quimioterapico o anticanceroso se relaciona con su capacidad para afectar a
células tumorales y cancerosas y para mejorar los resultados clinicos del tratamiento. Dicha eficacia puede
determinarse, por ejemplo, midiendo la remision, el tiempo hasta la progresion, la tasa de respuesta y la
supervivencia. Los métodos para medir dichos parametros estan bien establecidos en el campo. Por ejemplo, los
efectos antitumorales pueden determinarse midiendo el tamafio del tumor y el tamafio del tumor a lo largo del
tiempo.

Ejemplo

Propodsito: Determinar la eficacia antitumoral del metilen-THF en combinacién con cetuximab en el modelo de
xenoinjerto de adenocarcinoma colorrectal LoVo. LoVo es una estirpe celular que es sensible a cetuximab y 5-FU.

Disefio del estudio: A un total de 50 ratones hembra nu/nu NCr (10 por grupo) de 8-12 semanas de edad se les
inyectaron 1x107 células tumorales LoVo en Matrigel sc al 50 % en el flanco. Después de siete dias, se les
administraron inyecciones intraperitoneales de acuerdo con la pauta de la tabla 1. Los animales se controlaron
individualmente. El criterio de valoracion del experimento era un peso tumoral de 1000 mm?® o 75 dias, lo que
ocurriera primero. Los animales que respondieron pudieron seguirse durante mas tiempo. Cuando se llegé al criterio
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de valoracion, los animales se sacrificaron. El peso corporal (g) y el volumen tumoral (mm?) se midieron los dias 1, 2,
3,4,5,7,11, 14,18, 21, 25, 28, 32, 35, 39, 42, 46, 49, 53, 56, 60, 63, 67, 70 y 74.

Tabla1. Grupos de tratamiento y dosificacion

Grupo [Vehiculo Cetuximab (100 mg/kg, cada dos 5-FU (100 mg/kg, cada Metilen-THF (45 mg/kg,
semanas x 4) semana x 3) 3/4/3/4/3)

1 X

2 X

3 X X

4 X X

5 X X X

cada dos semanas = una semana si y una semana no
cada semana = semanalmente
3/4/3/4/3 = tratamiento durante tres dias, sin tratamiento durante cuatro dias

Resultados
Se muestra un sumario de los datos conseguidos en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcion general
Grupo |[Numero |N.° de muertes relacionadas|N.° de muertes no  |Mediana del tiempo |Porcentaje de retraso del

de TP |con el tratamiento relacionadas con el |hasta el criterio de  [crecimiento tumoral (RCT)
tratamiento valoracion (dias)
1 10 0 0 25,5 -
2 8 0 1 56,7 122
3 8 0 0 61 139
4 5 0 0 69,4 172
5 5 0 0 72 182

Volumen tumoral

El cambio en la mediana del volumen tumoral a lo largo del tiempo se muestra en la figura 1. Los animales en el
grupo de vehiculo, es decir, el grupo 1, alcanzaron el criterio de valoraciéon pronto. La figura indica que el metilen-
THF tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento tumoral y potencia el efecto antitumoral del cetuximab.
Sorprendentemente, se observa el efecto beneficioso del metilen-THF incluso en ausencia de 5-FU.

Tiempo de supervivencia

En la figura 2 se muestra un grafico de Kaplan-Meier que muestra el tiempo hasta el criterio de valoracion, es decir,
cuando se alcanzd un peso tumoral de 1000 mm? o 75 dias. La curva de Kaplan-Meier (tiempo hasta el criterio de
valoracion) muestra un efecto beneficioso del metilen-THF, metilen-THF que potencia el efecto beneficioso del
cetuximab. Un ensayo de rango logaritmico muestra que existe una diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos de tratamiento también cuando se excluye el grupo de vehiculo.

Peso corporal

El peso corporal proporciona una indicacion acerca de qué tan graves son los efectos secundarios del tratamiento,
indicando el desarrollo deficiente del peso corporal efectos secundarios mas adversos. Ambos grupos de tratamiento
con metilen-THF, es decir, los grupos 3 y 5, muestran un desarrollo de peso corporal bastante similar al que se
observa en la Figura 3. El grupo con el desarrollo de peso corporal mas deficiente desde el dia 28 en adelante fue el
grupo 4 que recibio cetuximab y 5-FU.

Conclusién

Parece que el grupo que recibié cetuximab en combinacion con 5-FU y metilen-THF tuvo el desarrollo mas favorable
considerando tanto el volumen tumoral, es decir, la inhibicion del crecimiento tumoral, como el peso corporal, es
decir, efectos secundarios menos graves. El grupo que recibié solo cetuximab tuvo el desarrollo menos favorable
teniendo en cuenta el volumen tumoral, pero tuvo un aumento de peso mejor que el de los otros grupos, incluyendo
el vehiculo. Sorprendentemente, el metilen-THF potencia el efecto de crecimiento antitumoral del cetuximab, incluso
en ausencia de 5-FU.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica que comprende como componentes:

a. metilen-tetrahidrofolato; y
b. cetuximab;

para su uso en el tratamiento del cancer, en la que dicha composicién es para la administracion en aislamiento de 5-
fluorouracilo y en aislamiento de analogos, profarmacos y/o metabolitos de 5-fluorouracilo.

2. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho 5-fluoruracilo y/o
dichos analogos, profarmacos y/o metabolitos de 5-fluoruracilo se metabolizan a FAUMP.

3. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho tratamiento del
cancer es la inhibicion del crecimiento tumoral.

4. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho tratamiento del
cancer es la reduccion del volumen de un tumor.

5. Una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que el componente a) es para la administracion no mas tarde de 24 horas, 36 horas o 48 horas antes de la
administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo.

6. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que
el componente a) es para la administracion como pronto 6 horas, 24 horas, 48 horas, una semana o 12 dias
después de la administracion de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo.

7. Una composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que
dicha composicion es para la administracion no mas tarde de una semana antes de la administracion de 5-FU y/o un
analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo.

8. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que
dicha composicion es para la administracion como pronto una semana después de la administracion de 5-FU y/o un
analogo, profarmaco y/o metabolito del mismo.

9. Una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que dicha composicion es para la administracion en aislamiento de 5-FU y/o un analogo, profarmaco y/o
metabolito del mismo durante un periodo de tiempo de al menos 3 meses.

10. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que el componente a) y el componente b) se formulan en diferentes composiciones farmacéuticas.

11. Una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que
el componente a) y el componente b) se formulan en una composicion farmacéutica comun.

12. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que el componente b) es para la administracion en una cantidad de al menos 50 mg/m?, preferentemente al
menos 100 mg/m? y mas preferentemente al menos 250 mg/m2, 400 mg/m? o 500 mg/m? y como maximo
1000 mg/m?2.

13. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que el componente a) es para la administracion en una cantidad de al menos 10 mg/m?2, preferentemente al
menos 20 mg/m?, mas preferentemente al menos 50 mg/m?, mas preferentemente al menos 100 mg/m?, 200 mg/m?
0 500 mg/m? y como maximo 5 g/m?.

14. Una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
la que dicho cancer se selecciona entre cancer de mama, cancer gastrico, cancer gastrointestinal, cancer de
vesicula biliar, cancer de vias biliares, cancer de colon, cancer de recto, cancer de higado, cancer de pancreas,
cancer de cabeza y cuello, cancer de eséfago, cancer mesotelioma, cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmon
no microcitico, cancer de ovario, cancer endometrial, cancer de cuello de utero, linfoma periférico de linfocitos T
(LPLT), melanoma, tumores cerebrales, adenocarcinoma, cancer de eséfago y osteosarcoma.
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