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DESCRIPCION
Régimen de dosis para sapacitabina y decitabina en combinacién para tratar la leucemia mieloide aguda
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo régimen de dosificacion apropiado para el tratamiento del cancer y otros
trastornos proliferativos.

Antecedentes de la invencion

Las ADN metiltransferasas son una familia de enzimas que promueven la adicién covalente de un grupo metilo a una
base de nucledtidos especifica en una molécula de ADN. Todas las ADN metiltransferasas conocidas usan S-
adenosil metionina (SAM) como donante de metilo. Se han identificado cuatro ADN metiltransferasas activas en
mamiferos. Se denominan DNMT1, DNMT2, DNMT3A y DNMT3B.

EI DNMT1 es la ADN metiliransferasa mas abundante en células de mamifero y se considera que la metiltransferasa
de mantenimiento es clave en mamiferos. Principalmente metila los dinucleétidos CpG hemimetilados en el genoma
de los mamiferos y es responsable de mantener los patrones de metilacion establecidos en el desarrollo. La enzima
tiene aproximadamente 1620 aminoacidos de longitud, los primeros 1100 aminoacidos constituyen el dominio
regulador y los residuos restantes constituyen el dominio catalitico. A estos se unen las repeticiones de Gly-Lys.
Ambos dominios son necesarios para la funcién catalitica de DNMT1. DNMT3 es una familia de ADN
metiltransferasas que pueden metilar CpG hemimetilado y no metilado a la misma velocidad. La arquitectura de las
enzimas DNMT3 es similar a la DNMT1 con una regién reguladora unida a un dominio catalitico.

Un trabajo reciente ha revelado cémo la metilacion del ADN vy la estructura de la cromatina estan vinculadas a nivel
molecular y cémo las anomalias de metilacién juegan un papel causal directo en la tumorigénesis y la enfermedad
genética. Mucha informacién nueva también ha salido a la luz con respecto a las ADN metiltransferasas, en términos
de su papel en el desarrollo de los mamiferos y los tipos de proteinas con las que se sabe que interactian. En lugar
de las enzimas que actuan de forma aislada para copiar patrones de metilacion después de la replicacion, los tipos
de interacciones descubiertas hasta ahora indican que las ADN metiltransferasas pueden ser componentes de
complejos mas grandes que participan activamente en el control transcripcional y la modulacion de la estructura de
la cromatina. Estos hallazgos deberian mejorar la comprension de los innumerables roles de la metilacién del ADN
en la enfermedad, asi como también conducir a nuevas terapias para prevenir o reparar estos defectos.

Los inhibidores de la ADN metiltransferasa de molécula pequefia estan bien documentados en la técnica e incluyen,
por ejemplo, decitabina, azacitabina, zebularina, procainamida, procaina, hidralazina, ((-)-epigalocatequina-3-galato
(EGCG) y RG108.

La decitabina o la 5-aza-2'-desoxicitidina (nombre comercial Dacogen) es el compuesto 4-amino-1-(2-desoxi-p-D-
eritropentofuranosilo)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona.

La azacitidina (nombre comercial Vidaza) es el compuesto 4-amino-1-B-D-ribofuranosil-s-triazin-2(1H)-ona, cuya
estructura se muestra a continuacion.

La azacitidina es un analogo nucleosidico de pirimidina antineoplasico usado para tratar varios subtipos de sindrome
mielodisplasico, enfermedades causadas por anormalidades en las células formadoras de sangre de la médula 6sea
que dan como resultado la produccién insuficiente de células sanguineas sanas. El farmaco ejerce un efecto
citotdxico en las células que se dividen rapidamente, incluidas las células cancerosas, y puede ayudar a restaurar la
funcién normal de los genes que controlan la apropiada diferenciacion y proliferacion celular.
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La azacitidina estda especificamente indicada para el tratamiento de los siguientes subtipos de sindrome
mielodisplasico: anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos anillados (si se acomparfia de neutropenia o
trombocitopenia o que requieren transfusiones), anemia refractaria con blastos excesivos, anemia refractaria con
blastos excesivos en transformacion y leucemia mielomonocitica cronica.

Se cree que la azacitidina ejerce sus efectos antineoplasicos al provocar la hipometilacion del ADN vy la citotoxicidad
directa en células hematopoyéticas anormales en la médula 6sea. La concentracion de azacitidina requerida para la
inhibicion maxima de la metilacion del ADN in vitro no causa una supresion importante de la sintesis de ADN. La
hipometilacion puede restaurar la funcidon a genes que son criticos para la diferenciacion o proliferacion. Los efectos
citotoxicos de la azacitidina causan la muerte de las células que se dividen rapidamente, incluidas las células
cancerosas que ya no responden a los mecanismos normales de control del crecimiento. Las células no proliferantes
son relativamente insensibles a la azacitidina.

Otro inhibidor de ADN metiltransferasa conocido es la zebularina, también conocida como 1-(B-D-ribofuranosil)-1,2-
dihidropirimidin-2-ona o 2-pirimidona-1-B-D-ribdsido, cuya estructura se muestra a continuacion.

CH OH

Otros inhibidores de ADN metiltransferasa conocidos son analogos no nucledsidos, por ejemplo, procainamida,
procaina, hidralazina y ((-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG).

La procainamida (nombres comerciales Pronestyl, Procan, Procanbid) es el compuesto 4-amino-N-(2-dietilaminoetil)
benzamida, cuya estructura se muestra a continuacion.
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Se ha demostrado que la procainamida inhibe la actividad de la ADN metiltransferasa y reactiva la expresion de
genes silenciados en las células cancerosas al revertir la hipermetilacion de la isla CpG. La procainamida inhibe
especificamente la actividad hemimetilasa de la ADN metiltransferasa 1 (DNMT1), la enzima de los mamiferos que
se cree que es responsable de mantener los patrones de metilacion del ADN durante la replicacion.

La procaina es el compuesto 2-(dietilamino)etil-4-aminobenzoato, cuya estructura se muestra a continuacion.
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La procaina es un agente de desmetilacion del ADN que se entiende que inhibe las ADN metiltransferasas al
interferir con la actividad enzimatica.

La hidralazina (Apresolina) es el compuesto monoclorhidrato de la 1-hidrazinoftalazina, cuya estructura se muestra a
continuacion.
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((-)-Epigalocatequin-3-galato (EGCG) es un analogo de catequina que tiene la estructura que se muestra a
continuacion.
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Se entiende que EGCG inhibe la actividad de DNMT y reactiva los genes silenciados por metilacion en células
cancerosas.

Otro inhibidor de ADN metiltransferasa conocido es RG108, también conocido como N-ftalil-1-triptéfano, cuya
estructura se muestra a continuacion.
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RG108 es un inhibidor de ADN metiltransferasa que se entiende que inhibe las ADN metiltransferasas al interferir
con la actividad enzimatica. En particular, se cree que RG108 reactiva la expresion del gen supresor tumoral (p16,
SFRP1, proteina 1 relacionada con frizzled secretados y TIMP-3) en células tumorales por desmetilaciéon de ADN.
RG108 también inhibe la proliferacion de la linea celular tumoral humana (HCT116, NALM-6) y aumenta el tiempo de
duplicacion en cultivo.

Baer et al (2011, 9, J. Nat, Comp. Cancer Network. 331-335) describe el uso de decitibina como monoterapia en
estudios de fase Il en pacientes de edad avanzada con leucemia mieloide aguda. Kantarjian et al (2009, 28, J. Clin.
Oncol. 285-291) describe el uso de sapacitabina o metabolito de la misma 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-
pentofuranosil)-citosina (CNDAC) como monoterapia en un estudio clinico en pacientes de edad avanzada con
leucemia mieloide aguda.

Esta bien establecido en la técnica que los agentes farmacéuticos activos a menudo se pueden administrar en
combinacién para optimizar el régimen de tratamiento.

Qin T et al (2007, 13, Clin. Cancer Res. 4225-4232) describen el efecto de combinaciones de citarabina y decitabina
en diversas lineas celulares leucémicas humanas. Del mismo modo, Kong XB et al (1991, Molecular Pharmacol. 39,
250-257) sugieren que la 5-azacitidina causa un aumento de la regulacion de dCK en una linea celular que es
resistente a la citarabina, lo que resulta en una disminucién en el valor de ICso para la citarabina de 12.5 a 0.55 pM.

Combinaciones de inhibidores de ADN metiltransferasa y 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)-N*-
palmitoil citosina (también conocida como "CYC682" o sapacitabina), o un metabolito de la misma , se describen en
WO 2009/150405 (Cyclacel Limited). Las composiciones farmacéuticas que comprenden tales combinaciones y su
uso en el tratamiento de diversos trastornos proliferativos también se describen en el documento WO 2009/150405.
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La presente invencion busca proporcionar un nuevo régimen de dosificacion para agentes farmacéuticos conocidos
que sea particularmente apropiado para el tratamiento de trastornos proliferativos, especialmente leucemia mieloide
aguda (AML). Mas especificamente, la invencién se centra en los efectos sorprendentes e inesperados asociados
con el uso de ciertos agentes farmacéuticos en combinacion.

Declaracion de invencion

La presente invencion proporciona (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; vy (ii) decitabina;
para su uso en el tratamiento de AML, en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y la decitabina se
administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al
menos un segundo ciclo de tratamiento, en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una
cantidad eficaz terapéuticamente de decitabina durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de
3 a 5 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea més largo; y en
el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o metabolito de la misma, en una dosis de 100 a 400 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por
semana, durante 2 semanas seguidas de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las
toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

La presente invencidon también proporciona (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; vy (ii)
decitabina; para su uso en el tratamiento de AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o
metabolito de la misma, y decitabina, se administran de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al
menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento, en el que dicho primer ciclo de
tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de 20 mg/m? por dia, durante 5 dias
consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades
relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende
administrar sapacitabina o metabolito de la misma de la misma por via oral en una dosis de 300 mg b.i.d., durante 3
dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguido de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta
que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

También se describe en este documento un método de tratamiento de la AML en un sujeto, dicho método
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) sapacitabina, o un metabolito de la
misma; y (ii) decitabina; de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de
tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, 0 hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

En este documento también se describe un método de tratamiento de AML en un sujeto de edad avanzada, dicho
método comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) sapacitabina; y (ii) decitabina;
de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un
segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

En este documento también se describe (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; para su uso
en el tratamiento de AML, en el que la sapacitabina, o un metabolito de la misma, y la decitabina se administran de
acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un
segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de

decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y
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en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

En este documento también se describe (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; para su uso
en el tratamiento de AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o el metabolito de la misma, y la
decitabina, se administran de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de
tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? por dia, durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

En este documento también se describe (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; en la
preparacion de un medicamento para tratar la AML, en el que la sapacitabina, o un metabolito de la misma, y la
decitabina se administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de
tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

En este documento también se describe (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; en la
preparacién de un medicamento para tratar la AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o el
metabolito de la misma, y la decitabina, se administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al
menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? por dia, durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

En este documento también se describe un kit de partes que comprende:
(i) sapacitabina, o un metabolito de la misma;
(ii) decitabina; y

(iii) instrucciones para administrar sapacitabina, o un metabolito de la misma, y decitabina de acuerdo con un
régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de
tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.
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En este documento también se describe un kit de partes que comprende:
(i) sapacitabina, o un metabolito de la misma;
(i) decitabina; y

(iii) instrucciones para administrar sapacitabina, o un metabolito de la misma, y decitabina de acuerdo con un
régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de
tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

Descripcion detallada

El efecto de las combinaciones de farmacos es inherentemente impredecible y, a menudo, existe una propension a
que un farmaco inhiba parcial o completamente los efectos del otro. La presente invencion se basa en la
sorprendente observacion de que la administracion de 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)-N*-
palmitoil citosina y decitabina de acuerdo con un régimen de dosificacidn particular no conduce a ninguna interaccion
adversa entre los dos agentes. La inesperada ausencia de cualquier interaccion antagonica es critica para las
aplicaciones clinicas.

En una realizacion preferida, el régimen de dosificacion de la invencion produce un efecto mejorado en comparacion
con cualquier farmaco administrado solo. La naturaleza sorprendente de esta observacién contrasta con la esperada
sobre la base de la técnica anterior.

Ademas, el régimen de dosificacién actualmente reivindicado es bien tolerado y da lugar a excelentes tasas de
respuesta, buenas tasas de supervivencia global y ausencia de toxicidades superpuestas o acumulativas.

La 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N4-palmitoil citosina (I), también conocida como 2'-ciano-2'-
desoxi- N*-palmitoil-1-B-D-arabinofuranosilcitosina (Hanaoka, K., et al, Int. J. Cancer, 1999:82:226-236; Donehower
R, et al, Proc Am Soc Clin Oncol, 2000: resumen 764; Burch, PA, et al, Proc Am Soc Clin Oncol, 2001: resumen
364), es un nuevo profarmaco antimetabolito 2'-desoxicitidina administrado por via oral del nucleésido CNDAC, 1-(2-
C-ciano-2-desoxi-f3- D-arabino-pentofuranosil)-citosina.

vy ,
g4

HOx =
H oH

Chin
I
[

(1§ CNDAC

La 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N-palmitoil citosina (I) (también conocida como "CYC682" o
sapacitabina) tiene un modo de accidn Unico sobre otras metabolitos nucledsidos tales como la gemcitabina, ya que
tiene una accion espontanea de ruptura de la cadena de ADN, lo que resulta en una potente actividad antitumoral en
una variedad de lineas celulares, xenoinjerto y modelo de cancer metastasico.

La 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil citosina (1) ha sido el foco de una serie de estudios
en vista de su biodisponibilidad oral y su actividad mejorada sobre gemcitabina (el principal analogo de nucleésido
comercializado) y 5-FU (un farmaco antimetabolito ampliamente usado) basado en datos preclinicos en tumores
soélidos. Recientemente, los investigadores informaron que (I) exhibié una fuerte actividad anticancerigena en un
modelo de cancer de colon. En el mismo modelo, (l) se descubrié que era superior a ya sea la gemcitabina o al 5-FU
en términos de aumentar la supervivencia y también prevenir la propagacién de metastasis de cancer de colon al
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higado (Wu M, et al, Cancer Research, 2003:63:2477-2482). Hasta la fecha, los datos de fase | de pacientes con
una variedad de canceres sugieren que (I) es bien tolerado en humanos, con mielosupresién como la toxicidad
limitante de la dosis.

El inhibidor de la ADN metiltransferasa usado en el régimen de dosificacion de la presente invencion es la
decitabina. La decitabina o 5-aza-2'-desoxicitidina (nombre comercial Dacogen) es el compuesto 4-amino-1-(2-
desoxi-p-D-eritro-pentofuranosil)-1,3,5-triazin-2(1H)-ona, cuya estructura se muestra a continuacion.

NH,

HA“N
L
HO—LOEAD

H

La decitabina esta indicada para el tratamiento de los sindromes mielodisplasicos (MDS), incluidos los MDS de novo
y secundarios previamente tratados y no tratados de todos los subtipos franco-americanos-britanicos (anemia
refractaria, anemia refractaria con sideroblastos en anillo, anemia refractaria con blastos excesivos, anemia
refractaria con exceso de blastos en transformacién y leucemia mielomonocitica crénica) e intermedios-1,
intermedios-2 y grupos de sistema de puntuacion de pronostico internacional de alto riesgo.

Se cree que la decitabina ejerce sus efectos antineoplasicos después de la fosforilacion y la incorporacion directa en
el ADN. La decitabina inhibe la ADN metiltransferasa, causando la hipometilacion del ADN vy la diferenciacién celular
o apoptosis. La hipometilacion inducida por decitabina en las células neoplasicas puede restaurar la funciéon normal
de los genes que son criticos para el control de la diferenciacion y proliferacion celular. En las células que se dividen
rapidamente, la citotoxicidad de la decitabina también se puede atribuir a la formacién de aductos covalentes entre la
ADN metiltransferasa y el compuesto que se ha incorporado al ADN. Las células no proliferantes son relativamente
insensibles a la decitabina.

Como se usa en este documento, la frase "preparacién de un medicamento” incluye el uso de los componentes de la
invencion directamente como el medicamento ademas de su uso en cualquier etapa de la preparacion de dicho
medicamento.

En una realizacion preferida, la decitabina y la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil
citosina se administran cada una en una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto a los componentes
individuales; en otras palabras, la decitabina y la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil
citosina se administran en cantidades que serian terapéuticamente efectivas incluso si los componentes fueron
administrados de otra manera que en combinacion.

En otra realizacion preferida, la decitabina y la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)- N*-palmitoil
citosina se administran cada una en una cantidad subterapéutica con respecto a los componentes individuales; en
otras palabras, la decitabina y la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil citosina se
administran en cantidades que serian terapéuticamente ineficaces si los componentes fueron administrados de otra
manera que en combinacion.

Preferiblemente, la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil citosina y la decitabina interactian
de manera sinérgica. Como se usa en este documento, el término "sinérgico" significa que la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-
B-D-arabino-pentofuranosil)- N*-palmitoil citosina y la decitabina producen un efecto mayor cuando se usan en
combinacion de lo que cabria esperar al agregar los efectos individuales de los dos componentes. Ventajosamente,
una interaccién sinérgica puede permitir que se administren dosis mas bajas de cada componente a un paciente,
disminuyendo asi la toxicidad de la quimioterapia, mientras que produce y/o mantiene el mismo efecto terapéutico.
De este modo, en una realizacion particularmente preferida, cada componente se puede administrar en una cantidad
subterapéutica.

Regimenes de dosificacion especificos para AML

Estudios previos realizados por el solicitante han demostrado que en las lineas celulares de AML, el metabolito
activo de sapacitabina, CNDAC, es sinérgico con los agentes hipometilantes y la sinergia es mas evidente si las
células se tratan primero con agentes hipometilantes.

Un aspecto de la invencion se refiere a (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; y (ii)
decitabina; para su uso en el tratamiento de AML, en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y la
decitabina se administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de
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tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento, en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de decitabina durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo
de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea
mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o metabolito de la misma, en una dosis de 100 a 400 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por
semana, durante 2 semanas seguidas de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las
toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

También se describe en este documento un método de tratamiento de AML en un sujeto, dicho método comprende
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii)
decitabina; de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al
menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

Las realizaciones preferidas expuestas a continuacion se aplican igualmente a todos los aspectos de la invencion.

En una realizacién preferida, el segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de sapacitabina.

La administracién secuencial de decitabina y sapacitabina en ciclos alternos de acuerdo con el régimen de
dosificacion actualmente reivindicado maximiza la eficacia de ambos farmacos y minimiza la mielosupresion
superpuesta.

El primer y segundo ciclos de tratamiento se repiten secuencialmente con periodos de descanso entre ciclos
secuenciales, esto es, hay un periodo de descanso entre el ultimo dia de administracion de decitabina y el primer dia
del segundo ciclo de tratamiento; asimismo, hay un periodo de descanso entre el ultimo dia de administracion de
sapacitabina y el primer dia del proximo (primer) ciclo de tratamiento. Preferiblemente, el periodo de descanso es
suficiente para resolver cualquier toxicidad relacionada con el tratamiento.

Como se usa en este documento, las toxicidades relacionadas con el tratamiento son principalmente mielosupresion
y sus complicaciones asociadas.

En una realizacion preferida, el primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de decitabina durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que
se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

En una realizacion preferida, el primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de decitabina durante 5 dias seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas.

En una realizacion mas preferida, el primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de decitabina durante 5 dias seguido de un periodo de descanso de 3 semanas.

En este documento también se describe un régimen de dosificacién en el que el primer ciclo de tratamiento
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de decitabina durante 10 dias consecutivos seguido de
un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

En este documento también se describe un régimen de dosificacion en el que el primer ciclo de tratamiento
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de decitabina durante 10 dias seguido de un periodo
de descanso de 4 semanas.

En una realizacién preferida, el segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de sapacitabina o metabolito de la misma durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas,
seguido de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas.
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En una realizacion mas preferida, el segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de sapacitabina o metabolito de la misma durante 3 dias consecutivos por semana, durante
2 semanas, seguido de un periodo de descanso de 2 semanas.

En una realizacion preferida, el método comprende dos o mas de cada ciclo de tratamiento, mas preferiblemente,
tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco o mas de cada ciclo de tratamiento.

En una realizacién altamente preferida, el método comprende cuatro o mas de cada ciclo de tratamiento.
En una realizacién altamente preferida, el método comprende de dos a cuatro de cada ciclo de tratamiento.
En una realizacién preferida, la decitabina se administra por via intravenosa.

En una realizacion preferida, la decitabina se administra en una dosis desde aproximadamente 10 a 20 mg/m? por
dia.

En una realizacion mas preferida, la decitabina se administra en una dosis de aproximadamente 20 mg/m? por dia.
En ciertas realizaciones preferidas, la dosificacién de decitabina se puede adaptar a pacientes individuales dentro
del mismo programa para mitigar los efectos secundarios. Por ejemplo, en ciertas realizaciones preferidas, la dosis
de decitabina se puede reducir (por lo general en incrementos de 5 mg/m?) de una dosis inicial de aproximadamente
20 mg/m? por dia, a aproximadamente 15 mg/m? por dia, o aproximadamente 10 mg/m? por dia.

En una realizacidon preferida, la decitabina se administra durante un periodo de hasta 3 horas por dia, mas
preferiblemente durante un periodo de hasta 2 horas por dia, incluso mas preferiblemente durante un periodo de
aproximadamente 1 hora por dia.

En una realizacion preferida, el primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de decitabina en una dosis de aproximadamente 20 mg/m? durante 10 dias, seguido de un periodo de
descanso de 4 semanas.

En una realizacioén preferida, la sapacitabina o metabolito de la misma se administra por via oral.

En una realizacién preferida, la sapacitabina o metabolito de la misma se administra en una dosis de 100-400 mg
b.i.d., mas preferiblemente 250-300 mg b.i.d.

En una realizacion mas preferida, la sapacitabina o metabolito de la misma se administra en una dosis de 300 mg
b.i.d. En ciertas realizaciones preferidas, la dosificacion de sapacitabina se puede adaptar a pacientes individuales
dentro del mismo programa para mitigar los efectos secundarios. Por ejemplo, en ciertas realizaciones preferidas, la
dosis de sapacitabina se puede reducir (por lo general en incrementos de 50 mg) a partir de una dosis inicial de 300
mg b.i.d. a 250 mg b.i.d., a 200 mg b.i.d., a 150 mg b.i.d., 0 a 100 mg b.i.d.

En una realizacién preferida, el sujeto es un sujeto de edad avanzada. Como se usa en este documento, el término
"sujeto de edad avanzada" se refiere a un sujeto de 60 afios o mas. Mas preferiblemente, el sujeto tiene 65 afios o
mas, incluso mas preferiblemente, 70 afios 0 mas, mas preferiblemente adn, 75 afios 0 mas.

También se describe en este documento un método de tratamiento de AML en un sujeto de edad avanzada, dicho
método comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) sapacitabina; y (ii) decitabina;
de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un
segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de 20
mg/m? por dia, durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de 300
mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un periodo de descanso de 2 a
4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

En una realizacion altamente preferida, el régimen de dosificaciéon comprende administrar decitabina a 20 mg/m? por
dia, durante 5 dias consecutivos de un ciclo de 4 semanas (ciclos impares) y sapacitabina secuencialmente a 300
mg por via oral dos veces al dia, durante tres dias por semana durante dos semanas de un ciclo de 4 semanas
(ciclos pares).

En este documento también se describe un método de tratamiento de la AML en un sujeto de edad avanzada,
comprendiendo dicho método administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) sapacitabina; y (ii)
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decitabina; de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al
menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? por dia, durante 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o0 hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

En este documento también se describe un régimen de dosificacion que comprende administrar decitabina a 20
mg/m? por dia, durante 10 dias consecutivos de un ciclo de 4 semanas (ciclos impares) y sapacitabina
secuencialmente a 300 mg por via oral dos veces al dia, durante tres dias a la semana, durante dos semanas de un
ciclo de 4 semanas (ciclos pares).

En este documento también se describe (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; para usar en
el tratamiento de la AML,

en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y la decitabina se administran de acuerdo con un régimen de
dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 o 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; para su uso
en el tratamiento de AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o el metabolito de la misma, y la
decitabina, se administran de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de
tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? por dia, durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de 300
mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un periodo de descanso de 2 a
4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

También se describe en este documento el uso de (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; en
la preparacion de un medicamento para tratar la AML, en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y la
decitabina se administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de
tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina durante 5 o 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

También se describe en este documento el uso de (i) sapacitabina, o un metabolito de la misma; y (ii) decitabina; en
la preparacion de un medicamento para tratar la AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o
metabolito de la misma, y la decitabina se administran de acuerdo con un régimen de dosificacion que comprende al
menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,
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en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? por dia, durante 5 o 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

Kit de partes

En este documento también se describe un kit de partes que comprende:

(i) sapacitabina, o un metabolito de la misma;

(ii) decitabina; e

(iii) instrucciones para administrar sapacitabina, o un metabolito de la misma, y decitabina de acuerdo con un
régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de
tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de

decitabina durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o un metabolito de la misma, durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas
de un periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el
tratamiento, lo que sea mas largo.

En este documento también se describe un kit de partes que comprende:

(i) sapacitabina, o un metabolito de la misma;

(ii) decitabina; e

(iii) instrucciones para administrar sapacitabina, o un metabolito de la misma, y decitabina de acuerdo con un

régimen de dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de
tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de
aproximadamente 20 mg/m? durante 5 a 10 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5
semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina por via oral en una dosis de
aproximadamente 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

Preferiblemente, el kit de partes es para su uso en el tratamiento de ALM en un sujeto, preferiblemente un sujeto de
edad avanzada.

Metabolito

Como se usa en este documento, el término "metabolito" abarca entidades quimicamente modificadas que se
producen por el metabolismo de 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N* -palmitoil citosina.

En una realizacion particularmente preferida de la invenciéon, el metabolito de 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-
arabinopentofuranosil)- N*-palmitoil citosina es 2'-C-ciano-2’-desoxi-1-B-D-arabino-pentofuranosil-citosina (CNDAC).

En otra realizacion particularmente preferida de la invencion, 1-(2-C-ciano-2-desoxi-B-D-arabino-pentofuranosil)- N*-
palmitoil citosina se metaboliza intracelularmente al metabolito activo CNDAC-trifosfato (CNDACTP), un
procedimiento que implica tanto la escision de la unidad estructural palmitoilo como la activacion de CNDACTP por
la accién de las nucledsidos quinasas.

Sales/ésteres
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Los agentes de la presente invencidon pueden estar presentes como sales o ésteres, en particular sales o ésteres
farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los agentes de la invencion incluyen las apropiadas sales de adicion de
acido o base de los mismos. Se puede encontrar una revisién de sales farmacéuticas apropiadas en Berge et al, J
Pharm Sci, 66, 1-19 (1977). Las sales se forman, por ejemplo, con acidos inorganicos fuertes tales como los acidos
minerales, por ejemplo, acido sulfurico, acido fosforico o acidos hidrohalicos; con acidos carboxilicos organicos
fuertes, tales como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 4 atomos de carbono que no estan sustituidos o estan
sustituidos (por ejemplo, con halégeno), tal como el acido acético; con acidos dicarboxilicos saturados o insaturados,
por ejemplo oxalico, malénico, succinico, maleico, fumarico, ftalico o tetraftalico; con acidos hidroxicarboxilicos, por
ejemplo acido ascdrbico, glicélico, lactico, malico, tartarico o citrico; con aminoacidos, por ejemplo acido aspartico o
glutamico; con acido benzoico; o con acidos sulfénicos organicos, tales como acidos alquilo (C1-Ca4)- o aril-sulfonicos
que no estan sustituidos o estan sustituidos (por ejemplo, con un halégeno) tales como acido metano o p-
toluenosulfénico.

Los ésteres se forman usando ya sea acidos organicos o alcoholes/hidroxidos, dependiendo del grupo funcional que
se esterifica. Los acidos organicos incluyen acidos carboxilicos, tales como acidos alcanocarboxilicos de 1 a 12
atomos de carbono que estan no sustituidos o sustituidos (por ejemplo, con halégeno), tal como acido acético; con
acido dicarboxilico saturado o insaturado, por ejemplo oxalico, malénico, succinico, maleico, fumarico, ftalico o
tetraftalico; con acidos hidroxicarboxilicos, por ejemplo acido ascérbico, glicélico, lactico, malico, tartarico o citrico;
con aminoécidos, por ejemplo acido aspartico o glutamico; con acido benzoico; o con acidos sulfénicos organicos,
tales como &cidos alquilo (C1-Ca)- o aril-sulfénicos que no estan sustituidos o estan sustituidos (por ejemplo, con un
halégeno) tales como acido metano o p-toluenosulfénico. Los hidroxidos apropiados incluyen hidréxidos inorganicos,
tales como hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréoxido de calcio, hidréxido de aluminio. Los alcoholes
incluyen alcanoalcoholes de 1-12 atomos de carbono que pueden estar no sustituidos o sustituidos, por ejemplo, por
un halégeno).

Enantiémeros/tautomeros

La invencién también incluye, cuando sea apropiado, todos los enantiomeros y tautomeros de los agentes. El
experto en el arte reconocera compuestos que poseen propiedades Opticas (uno 0 mas atomos de carbono quirales)
o caracteristicas tautoméricas. Los enantiomeros y/o tautdmeros correspondientes se pueden aislar/preparar
mediante métodos conocidos en la técnica.

Isdmeros estéreo y geométrico

Algunos de los agentes de la invencidon pueden existir como estereoisémeros y/o isdmeros geomeétricos, por
ejemplo, pueden poseer uno 0 mas centros asimétricos y/o geométricos y, por lo tanto, pueden existir en dos 0 mas
formas estereoisoméricas y/o geométricas. La presente invencion contempla el uso de todos los estereoisémeros
individuales e isdbmeros geométricos de esos agentes inhibidores, y mezclas de los mismos. Los términos usados en
las reivindicaciones abarcan estas formas, siempre que dichas formas retengan la actividad funcional apropiada
(aunque no necesariamente en el mismo grado).

La presente invencion también incluye todas las variaciones isotdpicas apropiadas del agente o sales
farmacéuticamente aceptables del mismo. Una variacion isotopica de un agente de la presente invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se define como una en la que al menos un atomo se reemplaza por un
atomo que tiene el mismo numero atémico pero una masa atémica diferente de la masa atdmica que se encuentra
generalmente en la naturaleza. Los ejemplos de is6topos que se pueden incorporar en el agente y sus sales
farmacéuticamente aceptables incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre, fltor y
cloro tales como 2H, 3H, '3C, '“C, ®N, 7O, 80, 3'p, 32p, 355, 18F y 36C|, respectivamente. Ciertas variaciones
isotopicas del agente y las sales farmacéuticamente de los mismos, por ejemplo, aquellas en las que se incorpora un
isdtopo radiactivo tales como 3H o '“C, son utiles en estudios de distribucion de farmacos y/o tejidos de sustrato. Los
isdtopos tritiados, esto es, ®H, y carbono-14, esto es, '“C, son particularmente preferidos por su facilidad de
preparacién y detectabilidad. Ademas, la sustitucion con isétopos tales como el deuterio, esto es, ?H, puede
proporcionar ciertas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, una
semivida in vivo aumentada o requisitos de dosificacion reducidos y, por lo tanto, se puede preferir en algunas
circunstancias. Las variaciones isotopicas del agente de la presente invencion y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos de esta invencidon generalmente se pueden preparar mediante procedimientos
convencionales usando variaciones isotdpicas apropiadas de reactivos apropiados.

Solvatos

La presente invencion también incluye formas de solvato de los agentes de la presente invencion. Los términos
usados en las reivindicaciones abarcan estas formas.

Polimorfos
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La invencion ademas se refiere a agentes de la presente invencion en sus diversas formas cristalinas, formas
polimérficas y formas (an)hidras. Esta bien establecido dentro de la industria farmacéutica que los compuestos
quimicos se pueden aislar en cualquiera de tales formas variando ligeramente el método de purificacion y/o
aislamiento de los solventes usados en la preparacion sintética de tales compuestos.

Profarmacos

También se describen agentes de la presente invencion en forma de profarmaco. Tales profarmacos son
generalmente compuestos en los que uno o mas grupos apropiados se han modificado de modo que la modificacion
se puede revertir tras la administracion a un sujeto humano o mamifero. Tal reversién generalmente es realizada por
una enzima presente naturalmente en tal sujeto, aunque es posible que un segundo agente se administre junto con
dicho profarmaco para realizar la reversion in vivo. Los ejemplos de tales modificaciones incluyen éster (por ejemplo,
cualquiera de los descritos anteriormente), en el que la reversiéon se puede llevar a cabo como una esterasa, etc.
Otros sistemas de este tipo seran bien conocidos para los expertos en el arte.

Administracion

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden adaptar para las rutas de administracién oral,
rectal, vaginal, parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial, subcutanea,
intradérmica, intravenosa, nasal, bucal o sublingual.

Para la administracién oral, se hace uso particular de comprimidos por compresion, pildoras, comprimidos, pastillas,
gotas y capsulas. Preferiblemente, estas composiciones contienen desde 1 a 2000 mg y mas preferiblemente desde
50-1000 mg, de ingredientes activos por dosis.

Otras formas de administracién comprenden soluciones o emulsiones que se pueden inyectar por via intravenosa,
intraarterial, intratecal, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal o intramuscular, y que se preparan a partir de
soluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden
estar en forma de supositorios, pesarios, suspensiones, emulsiones, lociones, unglientos, cremas, geles, aerosoles,
soluciones o polvos de polvo.

Un medio alternativo de administracion transdérmica es mediante el uso de un parche para la piel. Por ejemplo, el
ingrediente activo se puede incorporar en una crema que consiste en una emulsién acuosa de polietilenglicoles o
parafina liquida. El ingrediente activo también se puede incorporar, a una concentracion de entre 1 y 10% en peso,
en un unglento que consiste en una cera blanca o una base de parafina blanda blanca junto con los estabilizantes y
conservantes que se requieran.

Las formas inyectables pueden contener entre 10-1000 mg, preferiblemente entre 10-500 mg, de ingrediente activo
por dosis.

Las composiciones se pueden formular en forma de dosificacion unitaria, esto es, en forma de porciones discretas
que contienen una dosis unitaria, 0 una unidad multiple o subunidad de una dosis unitaria.

En una realizacion particularmente preferida, la combinacidn o composicion farmacéutica de la invencion se
administra por via intravenosa.

Dosificacion

Un experto en el arte puede determinar facilmente una dosis apropiada de una de las composiciones instantaneas
para administrar a un sujeto sin experimentaciéon excesiva. Por lo general, un médico determinara la dosis real que
sera mas apropiada para un paciente individual y dependera de una variedad de factores que incluyen la actividad
del compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica y la duracién de la accién de ese compuesto, la edad,
peso corporal, salud general, sexo, dieta, modo y tiempo de administracién, tasa de excrecidon, combinacién de
farmacos, la gravedad de la afeccién particular y la terapia que recibe el individuo. Las dosis descritas en este
documento son de ejemplo del caso promedio. Por supuesto, puede haber casos individuales en los que se merecen
intervalos de dosificacion mas altos 0 mas bajos.

Dependiendo de la necesidad, el agente se puede administrar a una dosis desde 0.1 a 30 mg/kg de peso corporal,
tal como desde 2 a 20 mg/kg, mas preferiblemente desde 0.1 a 1 mg/kg de peso corporal.

A modo de orientacion, la 1-(2-C-ciano-2-desoxi-p-D-arabino-pentofuranosil)-N*-palmitoil citosina se administra por lo
general de acuerdo con la direccion de un médico a dosis totales de entre 100 mg y 800 mg por dia.
Preferiblemente, la dosis se administra por via oral. Las dosis se pueden administrar 5 dias a la semana durante 4
semanas o 3 dias a la semana durante 4 semanas. Las dosis y la frecuencia de aplicacion se adaptan por lo general
a la condicion médica general del paciente y a la severidad de los efectos adversos causados, en particular a los
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causados al sistema hematopoyético, hepatico y renal. La dosis diaria total se puede administrar como una dosis
Unica o dividirse en dosis separadas administradas dos, tres o cuatro veces al dia.

El inhibidor de ADN metiltransferasa decitabina (Dacogen®) se administra por lo general por via subcutanea o
intravenosa de acuerdo con las indicaciones de un médico. A modo de orientacion, la dosis recomendada de
decitabina es de 15 mg/m? administrada por infusion intravenosa continua durante 3 h repetidas cada 8 h durante 3
dias (etiqueta clinica de decitabina; Fenaux P. (2005) Nature Clinical Practice, 2, S36-44). Este ciclo se repite
preferiblemente cada 6 semanas. Los pacientes con tumores sélidos avanzados por lo general reciben una infusion
de 72 horas de decitabina a 20-30 mg/m?/dia.

Alternativamente, la decitabina se puede administrar a una dosis de 20 mg/m? mediante infusion intravenosa
continua durante 1 hora repetida diariamente durante 5 dias. El ciclo se repite cada 4 semanas (véase la etiqueta del
farmaco aprobado por la FDA para la decitabina).

La presente invencion se describe adicionalmente a modo de ejemplo, y con referencia a las siguientes figuras, en
las que:

La figura 1 muestra el efecto de la azacitidina en combinacién con CNDAC sobre el perfil del ciclo celular y la
induccién de apoptosis en células HL60 después de 72 horas. (A) Las células HL60 se trataron con azacitidina 128
nM durante 24 horas seguido de azacitidina 128 nM y CNDAC 133 nM durante 48 horas mas. Las células se fijaron y
el ADN se tifié con yoduro de propidio. También se incluyeron controles de agente unico. (B) Las células HL60 se
trataron con azacitidina 128 nM durante 24 horas seguido de azacitidina 128 nM y CNDAC 133 nM durante 48 horas
mas. Las células se tifieron con anexina V que detectaba células apoptéticas y yoduro de propidio para detectar
células viables. También se incluyeron controles de agente unico. Los datos son el promedio de dos muestras y son
representativos de al menos dos experimentos independientes.

La figura 2 muestra el efecto de la azacitidina en combinacion con CNDAC sobre el perfil del ciclo celular y la
induccién de apoptosis en células HL60 después de 96 horas. (A) Las células HL60 se trataron con azacitidina 128
nM durante 24 horas seguido de azacitidina 128 nM y CNDAC 133 nM durante 72 horas mas. Las células se fijaron y
el ADN se tifié con yoduro de propidio. También se incluyeron controles de agente unico. (B) Las células HL60 se
trataron con azacitidina 128 nM durante 24 horas seguido de azacitidina 128 nM y CNDAC 133 nM durante 72 horas
mas. Las células se tifieron con anexina V que detectaba células apoptéticas y yoduro de propidio para detectar
células viables. También se incluyeron controles de agente unico. Los datos son el promedio de dos muestras y son
representativos de al menos dos experimentos independientes.

La figura 3 muestra un curso temporal que muestra el efecto de CNDAC y azacitidina solos o en combinacién sobre
eventos moleculares en células HL60. Las células HL60 se trataron de la siguiente manera: simulacro de tratamiento
con DMSO (D); tratado solo con azacitidina (0.5 x ICso: 128 nM) (A); tratado con medios durante 24 horas seguido de
CNDAC (1x ICs0: 133 nM) (C); o azacitidina (128 nM) durante 24 h seguido de CNDAC (133 nM) (AC). Las muestras
se recogieron en diversos momentos (indicado) después de la adicion de CNDAC. Las células se lisaron, se
fraccionaron mediante SDS-PAGE, se transfirieron a nitrocelulosa y se sondearon para detectar PARP escindido (un
marcador de apoptosis). Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

Ejemplos

Los ejemplos que incluyen el uso de azacitidina en combinacién con CNDAC no forman parte de la invencion.
Materiales y métodos

Lineas celulares y reactivos

Las células MV4-11, HL60 y CEM se adquirieron de la ATCC ECACC (Salisbury, Reino Unido). Las células se
cultivaron a 37°C con 5% de COz en medio RPMI 1640 que contenia 10% de suero de ternera fetal (FCS). Las
células se mantuvieron a una densidad de entre 0.2x108y 1x108 células/ml.

La CNDAC se preparé de acuerdo con la metodologia establecida en el documento EP 535231B (Sankyo Company
Limited). CYC682 (sapacitabina) se preparé de acuerdo con la metodologia descrita en el documento EP 536936B
(Sankyo Company Limited). La decacitabina y azacitidina se compraron de Sigma-Aldrich. Se prepararon soluciones
madre de todos los compuestos en dimetilsulféxido (DMSO) a 10 mM. Todos los reactivos se compraron de Sigma
(Poole, Reino Unido) a menos que se indique lo contrario.

Ensayos de cultivo celular/citotoxicidad

Para completar los estudios de combinacion, se determinaron los efectos citotdxicos de los compuestos individuales.

Para establecer la ICso de 72 horas para cada compuesto, se llevaron a cabo experimentos en placas de 96 pocillos
y las lineas celulares se sembraron a una densidad de 5,000/pocillo para células MV4-11 y HL60 y 6,000/pocillo para
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células CCRF-CEM. En cada linea celular, se determinaron los valores de ICso de tratamiento de 72 h para cada
compuesto usando el ensayo de azul de alamar.

Se prepard una serie de diluciones para cada farmaco en medio. Dos horas después de la siembra, se afiadio un
volumen igual de cada compuesto al doble de la concentracion deseada y se incubd durante 72 horas. Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado. Al final de la incubacion, se preparé un stock de 20% de azul de alamar
(Roche, Lewes, Reino Unido) en medios, y se afadié un volumen igual a cada pocillo y se incub6 durante tres horas.
Se leyd la absorbancia a 544-595 nm y se analizaron los datos (Excel Fit v4.0) para determinar la ICso
(concentracion del compuesto que inhibio el crecimiento celular en un 50%) para cada compuesto.

La CNDAC se probd luego en combinacion con decitabina o azacitidina usando tres regimenes de tratamiento
diferentes: tratamiento previo concomitante con CNDAC seguido de inhibidor de metiltransferasa y tratamiento
previo con inhibidor de metiltransferasa seguido de CNDAC.

Protocolo de combinacion de farmacos Calcusyn

Los tratamientos combinados se evaluaron de la siguiente manera: se usé un ensayo de citotoxicidad para tratar
células con dos farmacos en un intervalo de concentraciones y se analizé usando el modelo de efecto mediano
(Chou and Talalay, 1984). Para los ensayos de citotoxicidad, los tratamientos fueron ya sea concomitantes (por
ejemplo, analogo de nucledsido + DMTi) o 24 horas de tratamiento previo del analogo de nucledsido seguido de 72
horas con tratamiento concomitante de ambos agentes (analogo de nucledsido - DMTi) y viceversa (DMTi - analogo
de nucleésido). Los tratamientos puramente secuenciales no fueron posibles de realizar con lineas celulares en
suspension. La dosificacion utilizada se basé en torno a la ICso durante 72 horas.

Dado que las células MV4-11, HL60 y CCRF-CEM no se adhieren a las placas de 96 pocillos, no era practico aspirar
el medio de los pocillos, por lo que los compuestos de tratamiento previo no se eliminaron durante los experimentos
de combinacion. Para el analisis de combinacion, se usaron diluciones en serie de 2 veces de cada compuesto, con
el intervalo de concentracion de los agentes individuales elegidos de modo que abarcara el valor de ICso del
compuesto. CNDAC, decitabina y azacitidina se disolvieron en DMSO antes de afadir el compuesto a los medios.

Para el tratamiento concomitante, se anadieron diluciones en serie de CNDAC, inhibidor de metiltransferasa, o
ambos farmacos simultaneamente a las células 24 h después de la siembra en placas, y se dejaron durante 72 h a
37°C.

En los regimenes de tratamiento previo, el primer farmaco se afiadié inmediatamente después de que las células se
sembraron en placas, y se dejé durante 24 h. Luego se afiadi6 medio nuevo que contenia el segundo farmaco, y se
incubd durante 72 h. Los dos controles para cada tratamiento secuencial implicaron sustituir uno de los tratamientos
farmacolégicos con medio. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

Después del tratamiento farmacolégico, se estimé el numero de células en cada pocillo incubando las células
durante aproximadamente 6 h en medio que contenia azul alamar al 10% (Roche, Lewes, East Sussex, Reino
Unido) y leyendo la absorbancia a 544-595 nm. Las interacciones farmacoldgicas se analizaron usando el paquete
de software comercial Calcusyn, que se basa en el modelo de efecto medio de Chou and Talalay (Chou, T.C. &
Talalay, P. (1984) Adv. Enzyme Regul. 22, 27-55. Analisis cuantitativo de las relaciones dosis efecto: los efectos
combinados de multiples farmacos o inhibidores enzimaticos). Un indice de combinacion (C.l.) de 1 indicaba una
interaccion aditiva del farmaco, mientras que un C.l. mayor que 1 fue antagodnico y un puntaje inferior a 1 fue
sinérgico. Las definiciones de los valores de Cl son de la siguiente manera: 1.45-1.2 es moderadamente antagonico,
1.2-1.1 es ligeramente antagonico, 1.1-0.9 es aditivo, 0.9-0.85 es ligeramente sinérgico, 0.85-0.7 es moderadamente
sinérgico y 0.7-0.3 es sinérgico.

Analisis del ciclo celular

Los tratamientos celulares fueron de la siguiente manera: para la evaluaciéon de un solo agente, las células HL60 se
sembraron por triplicado a 0.3x10° células/ml en medio y se trataron con azacitidina 128 nM (0.5 x ICs0) 0 133 nM
(1x ICs0) CNDAC o DMSO solo durante 48 o 72 horas antes de la cosecha para citometria de flujo. Para el analisis
de combinacion, las células se trataron con azacitidina durante 24 horas seguidas de otras 48 o 72 horas con
azacitidina y CNDAC. Para los controles, también se realizaron tratamientos de agente Unico para cada farmaco. Al
final de la incubacion, las células se cosecharon mediante lavado dos veces en PBS vy fijacion en etanol al 70% y
almacenamiento a -20°C. Antes del analisis, las células se lavaron dos veces en PBS que contenia BSA al 1%
seguido de tincion con yoduro de propidio (50 ug/ml) y ribonucleasa A (50 pg/ml) en PBS que contenia Triton X-100
al 0.1% vy el perfil del ciclo celular fue determinado por citometria de flujo.

Tincion de anexina V

Las células HL60 se pretrataron con azacitidina 128 nM (equivalente a 0.5 x 1Cso) durante 24 horas seguido de un
tratamiento concomitante con azacitidina 128 nM y CNDAC 133 nM (equivalente a 1 x ICso0) durante 48 o 72 horas.
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Los tratamientos con un solo agente también se realizaron como controles. Después de la incubacion, las células se
centrifugaron a 500 g durante 5 minutos, se lavaron dos veces en PBS y una vez en solucion reguladora de anexina
(Hepes 10 mM, pH 7.4, CaCl2 2.5 mM y NaCl 140 mM). Las células se resuspendieron a 1 x 10%/ml y se transfirieron
100 pl a un tubo de 5 ml antes de la incubacién durante 10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente con 5 pl
de tincion de anexina V-FITC (Beckton Dickinson) y 10 ul de yoduro de propidio [50 mg/ml]. Se afiadio solucion
reguladora de anexina (1 ml) y las células se analizaron por citometria de flujo. Las células positivas para anexina V
(apoptéticas) se designaron sobre la base de fluorescencia verde y las células positivas (muerta) para yoduro de
propidio se designaron sobre la base de fluorescencia roja.

Preparacion y analisis de lisados celulares por inmunotransferencia.

Las células se sembraron a 0.3 x 108 células/ml en matraces T25 y se trataron con ya sea DMSO o azacitidina a 128
nM (equivalente a 0.5 x ICso0) durante 24 horas seguido de un tratamiento concomitante con azacitidina 128 nM y
CNDAC 133 nM (equivalente a 1 x ICso0) durante otras 24, 36, 40, 48 y 72 horas.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 500 g durante 5 minutos, se lavaron una vez con PBS helado y se
resuspendieron en 100 pl de solucién reguladora de lisis (HEPES 50 mM, pH 7.0, NaCl 20 mM, DTT 1 mM, 1x
inhibidores de proteasa, pirofosfato de sodio 10 mM, NaF 10 mM y Na3VOs 1 mM). Todas las muestras se lisaron
por sonicacion (configuracion rafagas de 2 x 3s con Sanyo soniprep 150 a 5 amp). La concentraciéon de proteina de
cada lisado se determind usando el ensayo BCA (Perbio Science, Northumberland, Reino Unido).

El lisado (30 ug) se mezclé con solucidn reguladora de carga de gel que contenia agente reductor y se separé en
geles de poliacrilamida al 10% o 12% usando condiciones electroforéticas desnaturalizantes segun las instrucciones
del fabricante (Invitrogen, Glasgow, Reino Unido). Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Hybond ECL, Amersham, Chalfont St.Giles, Reino Unido) usando transferencia electroforética himeda.

Las membranas se tifieron con ponceau S para confirmar una carga igual antes de bloguearlas en leche
descremada al 5% en PBS con Tween 20 al 0.1% (PBSTM) durante 1 hora. Las membranas se incubaron durante la
noche a 4°C con anticuerpo primario, diluido en PBSTM. Los anticuerpos usados en este estudio fueron: PARP
escindido (Becton Dickinson). Las membranas se lavaron en PBS y Tween 20 al 0.1% (PBST) y se incubaron
durante 1 hora en PBSTM que contenia anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante. Las
membranas se lavaron y se incubaron con solucién de ECL (Amersham) y se expusieron a una pelicula de rayos X
(Amersham).

Resultados
CNDAC vy decitabina en combinacion en lineas celulares hematolégicas

La CNDAC se probd en combinaciéon con decitabina en las lineas celulares AML HL60 y MV4-11, y las lineas
celulares ALL CCRF-CEM usando tres regimenes de tratamiento diferentes. Los valores del indice de combinacién
de cada tratamiento farmacoldgico se muestran para los valores de ED50, ED75 y ED9O0 en la tabla 1 (el punto en la
curva donde el 50%, 75% y 90% de las células han sido destruidas). Los datos son el promedio de tres
experimentos independientes.

Tabla 1:
Linea celular Efecto Tratamiento previo con Tratamiento previo con Concomitante
CNDAC DECITABINA
ED50 0.95 1.17 0.79
MV4-11 (N=3)  |ED75 0.71 0.66 0.88
ED90 0.59 0.44 1.06
HL60 (N=3) ED50 1.16 0.6 1.47
ED75 0.64 0.48 11
ED90 0.68 0.62 1.86
ED50 0.58 0.94 1.29
CCRF-CEM ED75 0.5 0.68 0.85
(N=3) ED90 0.64 0.52 0.85

La CNDAC y la decitabina generaron una sinergia moderada a fuerte en las tres lineas celulares analizadas. El
tratamiento previo con CNDAC vy el tratamiento previo con decitabina fueron ambos regimenes de tratamiento
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particularmente efectivos para esta combinacién. Estos resultados apoyan la idea de combinar CNDAC con
decitabina en lineas celulares hematoldgicas.

La CNDAC y la azacitidina en combinacion en lineas celulares hematolégicas

La CNDAC se probé en combinacion con azacitidina en las lineas celulares AML HL60 y MV4-11, y la linea celular
ALL CCRF-CEM usando tres regimenes de tratamiento diferentes. Los valores del indice de combinacién de cada
tratamiento farmacolégico se muestran para los valores de ED50, ED75 y ED90 en la tabla 2 (el punto en la curva
donde el 50%, 75% y 90% de las células han sido destruidas). Los datos son el promedio de tres experimentos
independientes.

Tabla 2:
Linea celular Efecto Tratamiento previo con Tratamiento previo con Concomitante
CNDAC azacitidina
ED50 1.23 1.09 1.13
MV4-11 (n=3
("=3)  IEo7s 0.95 1.04 1.03
ED90 0.77 1.02 0.96
HL60 (n=3) ED50 1.33 0.91 1.24
ED75 1.13 0.6 1.1
ED90 1.03 0.4 0.99
ED50 0.75 0.76 1.02
CCRF-CEM
(n=3) ED75 0.71 0.61 1.09
ED90 0.72 0.51 1.19

La CNDAC vy la azacitidina indujeron una sinergia moderada a fuerte en las tres lineas celulares analizadas. El
tratamiento previo con azacitidina gener6 una fuerte sinergia en las células HL60 y CEM, mientras que el tratamiento
previo con CNDAC produjo una sinergia moderada en las células MV4-11 y CEM. Estos resultados apoyan la idea
de combinar CNDAC con azacitidina en lineas celulares hematoldgicas.

Analisis del ciclo celular

Las células HL-60 o MV4-11 se trataron con DMSO, CNDAC o azacitidina, como se indica en las figuras 1A y 2A.
Las concentraciones del compuesto evaluadas fueron células HL-60 azacitidina 0.5 x ICso = 0.13 uM; CNDAC ICso =
0.13 puM: células MV4-11 CNDAC ICso = 0.46 uM. Los perfiles del ciclo celular se analizaron después del tratamiento
en las condiciones indicadas.

El tratamiento con azacitidina sola caus6 una acumulacién de células en sub-G1, G2/M, y >G2/M observadas a las
72 y 96 horas de exposicion (Figuras 1A y 2A). El tratamiento con CNDAC solo caus6 una acumulacion de células
en G2/M por 48 horas con una pequefia induccion de células en sub-G1. La combinacién de agentes mostré un
pequefio aumento adicional en las células en sub-G1 con poco cambio en las otras fases del ciclo celular en 48
horas. A las 72 horas, un aumento mas dramatico en sub-G1 que representa el 45% de las células en comparacion
con el 9% y el 7% para los tratamientos de agente Unico de azacitidina y CNDAC respectivamente. En conjunto,
estos datos sugieren que el tratamiento combinado causa un aumento dependiente del tiempo en la muerte celular
mayor que cualquiera de los agentes solos.

Analisis de anexina V

Para evaluar la muerte celular con mas detalle, los agentes Unicos y los tratamientos combinados de azacitidina y
CNDAC en HL60 se midieron con anexina V, un marcador de apoptosis. Las células fueron expuestas a azacitidina
(128 nM) durante un total de 96 horas. Para el tratamiento combinado después de 24 horas, se afiadi® CNDAC (133
nM) durante 72 horas mas en presencia de azacitidina. El tratamiento con un agente Unico con azacitidina caus6 un
pequefio aumento en la proporcion de células apoptéticas en 72 y 96 horas (Figuras 1B y 2B). La CNDAC solo
mostré poco efecto a las 48 o 72 horas en comparacion con los controles (Figura 1B y 2B). La combinacion de
agentes mostré mayores efectos (66%) que cualquiera de los agentes solos (azacitidina: 30.5% y CNDAC: 16.5%)
con la mayor diferencia entre los agentes individuales y la combinacién en el punto de tiempo mas largo de 96 horas
de tratamiento total (Figura 2B).

Experimentos de transferencia Western
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Para complementar el analisis del ciclo celular, las células HL60 tratadas con los agentes individuales o con la
combinacion se evaluaron para la induccion de PARP escindido (un marcador de apoptosis) en un intervalo de
puntos de tiempo (Figura 3).

Las células HL-60 se trataron con DMSO, azacitidina 0.13 puM, CNDAC 0.13 uM o ambos agentes (AC). El programa
incluy6 24 horas de azacitidina o tratamiento previo con DMSO seguido de la adicién de CNDAC o DMSO para los
tiempos indicados. Las células se cosecharon después de 48 h-96 h de tiempo total de tratamiento. Los lisados
resultantes (20 pg) se resolvieron en geles de acrilamida Bis-Tris al 12%, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se sondearon con los anticuerpos que se muestran en la figura 3. Los resultados mostraron que el
tratamiento con azacitidina sola causé una pequefia induccion en PARP escindido en los puntos de tiempo
tempranos. La PARP escindida también se observé en el tratamiento combinado. En puntos de tiempo posteriores,
CNDAC también indujo PARP escindido en puntos de tiempo posteriores. El tratamiento con la combinaciéon mostré
mayores efectos sobre la PARP escindida que cualquiera de los agentes solos. Los resultados indican que la
combinacion de CNDAC y azacitidina induce apoptosis pero no modula las proteinas de la familia Bcl-2.

Programa de dosificacién para la AML

En las lineas celulares de AML, el metabolito activo de sapacitabina, CNDAC, es sinérgico con los agentes
hipometilantes y la sinergia es mas evidente si las células se tratan primero con agentes hipometilantes.

Se llevd a cabo un estudio de fase 1/2 para evaluar la seguridad y eficacia de administrar sapacitabina en ciclos
alternos con decitabina en AML de edad avanzada recién diagnosticada. La dosis de decitabina es de 20 mg/m?
infundidos por via intravenosa/dia x 5 dias consecutivos seguidos de 3 semanas de descanso durante el primer y el
numero impar de ciclos; la dosis de sapacitabina es de 300 mg b.i.d. x 3 dias/semana x 2 semanas seguidas de 2
semanas de descanso para el segundo e incluso niumero de ciclos. Estas dosis se consideran tolerables si se
produce DLT en <2 de 6 pacientes en la parte de la fase 1. El tamafio de la muestra para la Fase 2 es de 24
pacientes, incluidos los que recibieron las mismas dosis de ambos medicamentos en la parte de la Fase 1 porque
los criterios de elegibilidad son los mismos para ambas partes. El criterio de valoracion principal de eficacia es la
tasa de respuesta (CR, CRp, PR o HI principal). Un criterio de valoraciéon secundario de eficacia es la mediana de
supervivencia global. El régimen se considerara tolerable si se produce toxicidad limitante de la dosis en menos del
33% de los pacientes y la mortalidad a las 8 semanas es inferior al 37%. La mortalidad a las ocho semanas, o tasa
de mortalidad, se define como la muerte por cualquier causa que ocurra dentro de los 60 dias posteriores a la fecha
de registro del paciente en el estudio.

Métodos: los pacientes elegibles deben ser 270 afios con AML sin tratamiento previo para quienes el tratamiento de
eleccion es la terapia de baja intensidad o el paciente ha rechazado la quimioterapia de induccién estandar; los
pacientes que recibieron agentes hipometilantes para MDS o MPD previos estan excluidos.

Resultados: 25 pacientes fueron tratados con las dosis anteriores de decitabina y sapacitabina y 16 tuvieron =60
dias de seguimiento. La mediana de edad es 76 afios. No se observaron toxicidades limitantes de la dosis y la tasa
de mortalidad a las 8 semanas fue del 12.0%. La tasa de respuesta (CR, CRp, PR o HI mayor) fue del 40%. Tres
pacientes lograron CR y 2 pacientes lograron PR y 1 paciente logré HI mayor en plaquetas. El tiempo de respuesta
es de 2-4 ciclos. Ocho pacientes han recibido 24 ciclos de tratamiento. Tres pacientes murieron dentro de los 60 dias
y las muertes no estaban relacionadas con los farmacos del estudio segun la evaluacion del investigador. Los
eventos adversos comunes (independientemente de la causalidad) incluyeron debilidad, anorexia, nauseas, diarrea,
deshidratacién, disnea, edema, neumonia, neutropenia febril, neutropenia, trombocitopenia, anemia e hipocalcemia,
la mayoria de las cuales fueron de intensidad moderada. Estos datos provisionales sugieren que este régimen de
tratamiento es seguro y activo en ancianos con AML.

Entre otros 21 pacientes tratados en un estudio clinico separado con un régimen idéntico y al menos 60 dias de
seguimiento, la tasa de toxicidad limitante de la dosis fue del 9.5% y la tasa de mortalidad a las 8 semanas fue del
14.3%. Como se indicd anteriormente, los pacientes recibieron decitabina intravenosa a 20 mg/m? por dia, durante
cinco dias consecutivos de un ciclo de 4 semanas (ciclos impares) y sapacitabina secuencialmente a 300 mg por via
oral dos veces al dia, durante tres dias a la semana durante dos semanas de un ciclo de 4 semanas (ciclos pares).

La tasa de mortalidad a los 30 dias en los 46 pacientes tratados con el régimen fue del 5%.
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REIVINDICACIONES

1. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; Yy (ii) decitabina; para su uso en el tratamiento de
AML, en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y la decitabina se administran segun un régimen de
dosificacion que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al menos un segundo ciclo de tratamiento,

en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad eficaz terapéuticamente de
decitabina durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso desde 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina, o metabolito de la misma, en una dosis de 100 a 400 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por
semana, durante 2 semanas seguidas de un periodo de descanso desde 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan
las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo.

2. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC,; vy (ii) decitabina; para su uso segun la reivindicacion
1, en el que el segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
sapacitabina.

3. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAGC; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de decitabina durante 5 dias seguido de un periodo de descanso de 3 semanas.

4. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC,; y (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de sapacitabina o metabolito de la misma durante 3 dias consecutivos por semana, durante
2 semanas seguido de un periodo de descanso de 2 semanas.

5. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC,; y (ii) decitabina; para su uso segun cualquier
reivindicacion precedente que comprende dos o mas de cada ciclo de tratamiento, mas preferiblemente, tres o mas,
cuatro o mas, o cinco o mas de cada ciclo de tratamiento.

6. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; y (ii) decitabina; para su uso segun cualquier
reivindicacion precedente que comprende de dos a cuatro de cada ciclo de tratamiento.

7. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAGC; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la decitabina se administra por via intravenosa.

8. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la decitabina se administra en una dosis de 10 a 20 mg/m?2.

9. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la decitabina se administra en una dosis de 20 mg/m? por dia.

10. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC,; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la sapacitabina o el metabolito de la misma se administra por via oral.

11. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; y (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la sapacitabina o el metabolito de la misma se administra en una dosis de
250-300 mg b.i.d.

12. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC,; vy (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que la sapacitabina o el metabolito de la misma se administran en una dosis de
300 mg b.i.d.

13. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAC; y (ii) decitabina; para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es un sujeto de edad avanzada, preferiblemente de 65 afios de
edad o mas.

14. (i) Sapacitabina, o un metabolito de la misma que es CNDAGC; vy (ii) decitabina; para su uso en el tratamiento de
AML en un sujeto de edad avanzada, en el que la sapacitabina, o metabolito de la misma, y decitabina, se
administran de acuerdo con un régimen de dosificacién que comprende al menos un primer ciclo de tratamiento y al
menos un segundo ciclo de tratamiento,
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en el que dicho primer ciclo de tratamiento comprende administrar decitabina por via intravenosa en una dosis de 20
mg/m? por dia, durante 5 dias consecutivos seguido de un periodo de descanso de 3 a 5 semanas, o hasta que se
resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo que sea mas largo; y

en el que dicho segundo ciclo de tratamiento comprende administrar sapacitabina o metabolito de la misma por via
oral en una dosis de 300 mg b.i.d., durante 3 dias consecutivos por semana, durante 2 semanas seguidas de un
periodo de descanso de 2 a 4 semanas, o hasta que se resuelvan las toxicidades relacionadas con el tratamiento, lo
que sea mas largo.

21



Anexina V +Células ve (%)

ES 2743 691 T3

gsubGl @Gl gs oGM ®B>G2M

0 —— —
60 Fy —|
501 — |.___,__
= 40 — 11—
2 30
(]
20
104
D i i : n i i e
Control 72h aza 72h Medio 24h aza 24h
CNDAC 48h- DNDAC & aza 48h
Tratamiento
FIGURA 1A
80 ___l
60 —
40
20
0

~ Control 72h aza 72h Medio 24h aza24h
CNDAC 48h  CNDAC & aza 48h

Tratamiento

FIGURA 1B

22



ES 2743 691 T3

osubGl @ G1 oS oG2Mm

8 2 3 216

i

0 s B0 ik B i i Hc i
, DM SO 96h ’ Aza 96h }Me'diﬂ} 24h, | Aza24h, |OMSOT2h |CNDAC T2h|Medio 24h, ICNDAC 24h,
CNDAC72h" CNDAC & SAHA4Gn ' SAHA+
Aza T 'CHDAC 48h

Combinacion de azaciidina en células HLE0 Combinacion de vonnosiat en células Myvd-11

FIGURA 2A

o

L]
L]

£
-

Anexina V +Células ve (%)

I
L=
1

L=
L

Control 96h aza 96h Medio 24h aza 24h
CNDAC 72h CNDAC & aza 72h

FIGURA 2B

23



ES 2743 691 T3

~ 24h 32h 40h 48h 72h
D ACACACACACACD A CACACACD

FIGURA 3

24



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

