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DESCRIPCION
Profarmaco alquilante de fosforamidato para el tratamiento del cancer
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones para usar en métodos de tratamiento del cancer con profarmacos
activados por hipoxia solos y en combinacion con otros agentes y terapias antineoplésicas, y por tanto esta relacionada
con los campos de la medicina, la farmacologia, la quimica y la biologia.

Antecedentes

El tratamiento del cancer es un reto porque es dificil eliminar las células cancerosas sin afectar, o afectando en menor
grado, a las células normales. Eliminar o afectar negativamente de otro modo a las células normales durante el
tratamiento del cancer puede causar efectos secundarios adversos en los pacientes. Las células cancerosas pueden
diferir de ciertas células normales en su nivel de oxigenacion, y pueden ser mas hipdxicas que las células normales.
En la actualidad existen ciertos agentes en clinica para el tratamiento del cancer que se dirigen a las células
cancerosas hipoxicas. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente PCT n.° WO 00/64864, WO 04/087075, WO
07/002931 y la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2007/0032455. Sigue existiendo una necesidad de
composiciones y métodos para el tratamiento del cancer. La presente invencién satisface estas necesidades
proporcionando composiciones relacionadas con un profarmaco alquilante de fosforamidato, TH302, y otros
profarmacos alquilantes de fosforamidato similares, como se resume a continuacion.

Breve sumario

En una realizacion, la presente invencion proporciona una formulacién farmacéuticamente aceptable que comprende
TH302 y etanol para usar en un método de tratamiento del cancer mediante la administracién intravenosa de TH302
en una cantidad en el intervalo de 4 mg/m? a 1.600 mg/m? a un paciente que necesite dicho tratamiento, en donde la
formulacion se diluye antes de la administracion, y en donde la estructura del TH302 es:
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En otra realizacion, la presente invencion se refiere ademas al uso de una formulacién que comprende TH302 y etanol
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer, diluyendo la formulacién y administrando la

formulacion por via intravenosa a un paciente que necesita dicho tratamiento en una cantidad tal que el TH302 esté
en el intervalo de 4 mg/m? a 1.600 mg/m?, y en donde la estructura del TH302 es:
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En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden el
compuesto conocido como TH302, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador, excipiente o
diluyente farmacéuticamente aceptable. En un aspecto de la divulgacion, la formulacion farmacéuticamente aceptable
comprende TH302 y, como excipiente, sacarosa. En otro aspecto, la divulgacion proporciona una formulacion estable
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de TH302 que comprende TH302 y etanol. En varios aspectos, la solucién comprende el TH302, etanol y no mas del
5 % de cualquier otro disolvente, preferentemente no mas del 2 %, mas preferentemente no mas del 1 %, lo mas
preferentemente no mas del 0,5 % o no mas del 0,1 % de un disolvente distinto del etanol. La formulaciéon puede
diluirse (por ejemplo, en un excipiente acuoso) antes de su administracion a un paciente. En algunos aspectos, la
presente divulgacion proporciona formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden otros profarmacos
activados por hipoxia de alquilantes de fosforamidato que incluyen, por ejemplo, el compuesto conocido como TH281
y los descritos en el documento WO 07/002931. A continuacion se muestran las estructuras de TH302 y TH281:
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una dosis unitaria de una formulaciéon farmacéuticamente
aceptable de TH302. En un aspecto, la dosis unitaria de la formulacién farmacéuticamente aceptable comprende
aproximadamente 25 mg - aproximadamente 250 mg o aproximadamente 50 mg - aproximadamente 150 mg de
TH302. En un aspecto, la dosis unitaria comprende aproximadamente 100 mg de TH302. En un aspecto, la presente
divulgacion proporciona una formulacién de dosis unitaria que contiene aproximadamente 100 mg de TH302 liofilizado.
En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una formulacion de dosis unitaria que contiene TH302 (por ejemplo,
aproximadamente 100 mg) en etanol.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para el tratamiento del cancer, administrando una
cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 en el intervalo de aproximadamente 4 mg/m? - aproximadamente
1.600 mg/m?, aproximadamente 8 mg/m? - aproximadamente 800 mg/m?, aproximadamente 16 mg/m? -
aproximadamente 400 mg/m?, o aproximadamente 32 mg/m? - aproximadamente 200 mg/m? a un paciente que
necesite dicho tratamiento. En un aspecto, el TH302 se administra por via intravenosa (i.v.). En un aspecto, el TH302
se administra por via oral. En un aspecto, la cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 se administra con una
frecuencia de al menos una vez al dia, al menos una vez por semana, al menos una vez cada dos semanas o al menos
una vez al mes. El TH302 puede administrarse durante un periodo de al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al
menos 3 semanas o hasta al menos 24 semanas. En algunos aspectos, se emplean periodos de administracién mas
largos.

En un aspecto, el cancer tratado se selecciona entre cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de
pancreas y cancer de prostata. En otro aspecto, el cancer tratado es un cancer metastasico seleccionado del grupo
que consiste en cancer de médula ésea, cancer de pulmén, cancer de higado, cancer de ganglio linfatico y cancer de
ovario.

En algunos aspectos, el TH302 se administra en combinacién con otro agente antineoplasico seleccionado del grupo
que consiste en cisplatino, carboplatino, docetaxel, paclitaxel, gemcitabina e irinotecdn, o se administra en
combinacién con una terapia antineoplasica, tal como la radioterapia.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para el tratamiento del cancer mediante la administracion
de formulaciones farmacéuticamente aceptables de la presente divulgacion que comprenden profarmacos alquilantes
de fosforamidato activados por hipoxia distintos del TH302, que incluyen, por ejemplo, el TH281 y los descritos en el
documento WO 07/002931.

Estos y otros aspectos y realizaciones se describen en las figuras adjuntas y en la descripcion detallada de la
invencion.

Breve descripcion de las diversas vistas de los dibujos

La figura 1 muestra la fraccion superviviente (SF) de los tumores tras el tratamiento con 50 mg/kg de TH302 con
diferentes niveles de concentracion de oxigeno. Véase el ejemplo 6, mas abajo. Los diferentes simbolos
representan animales individuales.

La figura 2 muestra la eficacia de la administracion intravenosa de TH302 en el tratamiento del cancer en ratones
portadores de un xenoinjerto tumoral H460.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 884 044 T3

La figura 3 demuestra graficamente que el TH302, administrado en combinacién con radiacion, tal como rayos X,
mejora el efecto antineoplasico de los rayos X en el tratamiento del cancer en ratones portadores de un xenoinjerto
tumoral H460. Las flechas de la parte inferior del grafico indican los dias en los que se administré el farmaco y la
radiacion. Véase el ejemplo 9, mas abajo.

Descripcion detallada de la invencidn

Esta descripcion detallada esta organizada en las siguientes secciones. La seccién | proporciona las definiciones de
los términos usados en el presente documento. La seccion Il describe las formulaciones farmacéuticamente aceptables
de la presente divulgacion. La seccion Il proporciona los métodos de tratamiento de la presente divulgacién. La
seccion IV proporciona formulaciones farmacéuticamente aceptables y métodos de tratamiento ilustrativos de los
presentes métodos. Esta descripcion detallada esta organizada en secciones solo para la comodidad del lector, y la
divulgacion que se encuentra en cualquier seccién es aplicable a la divulgacion en cualquier otro sitio de la memoria
descriptiva.

|. Definiciones

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar al lector. A menos que se definan de otro modo, todos los
términos de la técnica, anotaciones y otros términos o terminologia médica o cientifica que se usan en el presente
documento pretenden tener los significados cominmente comprendidos por los expertos en la materia quimica y
médica. En algunos casos, los términos con unos significados comunmente comprendidos se definen en el presente
documento con fines de claridad y/o para una referencia inmediata, y la inclusiéon de dichas definiciones en el presente
documento no se debe considerar como representativa de una diferencia sustancial con respecto a la definicion del
término como se entiende generalmente en la técnica.

"Aproximadamente" se refiere a + 20 % de una cantidad e incluye, por ejemplo, £ 15 %, + 10 % y + 5 % de la cantidad.

"Administrar" o "administracion" de un farmaco a un paciente” (y los equivalentes gramaticales de esta expresion) se
refiere a la administracion directa, que puede ser la administracion a un paciente por parte de un profesional médico
o puede ser la autoadministracion, y/o la administracion indirecta, que puede ser el acto de prescribir un farmaco. Por
ejemplo, un médico que le indica a un paciente que se autoadministre un farmaco y/o que le proporciona una receta
para un farmaco, esta administrando el farmaco al paciente

"Cancer" se refiere a leucemias, linfomas y otros tumores malignos con un crecimiento potencialmente ilimitado que
pueden expandirse localmente por invasién y sistémicamente por metéstasis. Algunos ejemplos de canceres incluyen,
por ejemplo, cancer de la glandula suprarrenal, de hueso, de cerebro, de mama, de bronquios, de colon y/o de recto,
de vesicula biliar, de cabeza y cuello, de rifiones, de laringe, de higado, de pulmoén, tejido neuronal, de pancreas, de
prostata, paratiroideo, de piel, de estdmago y de tiroides. Algunos otros ejemplos de canceres incluyen tumores
linfociticos y granulociticos agudos y cronicos, adenocarcinoma, adenoma, carcinoma basocelular, displasia cervical
y carcinoma localizado, sarcoma de Ewing, carcinomas epidermoides, tumor gigantocelular, glioblastoma multiforme,
tumor de ftricoleucocitos, ganglioneuroma intestinal, tumor hiperplasico del nervio corneal, carcinoma insulinoide,
sarcoma de Kaposi, liomioma, leucemias, linfomas, carcinoma maligno, melanomas malignos, hipercalcemia maligna,
tumor marfanoide, carcinoma bulbar, carcinoma de piel metastasico, neuroma mucoso, mieloma, micosis fungoide,
neuroblastoma, osteosarcoma, osteogénico y otro sarcoma, tumor de ovario, feocromocitoma, policitemia vera, tumor
cerebral primario, tumor de pulmén microcitico, carcinoma epidermoide tanto de tipo ulceroso como papilar,
hiperplasia, seminoma, sarcoma de tejidos blandos, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de células renales,
lesiones tdpicas cutaneas, reticulosarcoma y tumor de Wilms.

"Enfermedad hiperproliferativa" se refiere a una enfermedad caracterizada por la hiperproliferacion celular (por
ejemplo, una tasa o cantidad de proliferacion celular anormalmente aumentada). Algunos ejemplos de enfermedades
hiperproliferativas distintas del cancer incluyen, por ejemplo, vasculitis alérgica y granulomatosis (enfermedad de
Churg-Strauss), asbestosis, asma, gastritis atrofica, hiperplasia prostatica benigna, penfigoide vesicular, enfermedad
celiaca, bronquitis crénica y enfermedad obstructiva cronica de las vias respiratorias, sinusitis cronica, enfermedad de
Crohn, neuropatias desmielinizantes, dermatomiositis, eccema, incluyendo dermatitis atopica, enfermedades de la
trompa de Eustaquio, arteritis gigantocelular, rechazo de injerto, neumonitis por hipersensibilidad, vasculitis por
hipersensibilidad (purpura de Henoch-Schonlein), dermatitis irritante, anemia hemolitica inflamatoria, neutropenia
inflamatoria, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple, miocarditis, miositis,
pélipos nasales, enfermedades del conducto nasolagrimal, vasculitis neoplasica, pancreatitis, pénfigo vulgar,
glomerulonefritis primaria, psoriasis, enfermedad periodontal, enfermedad renal poliquistica, poliarteritis nodosa,
sindrome mixto de poliangitis, colangitis esclerosante primaria, artritis reumatoide, enfermedad del suero, adherencias
quirurgicas, estenosis o reestenosis, escleritis, esclerodermia, estenosis de las vias biliares, estenosis (de duodeno,
de intestino delgado y de colon), silicosis y otras formas de neumoconiosis, diabetes de tipo |, colitis ulcerosa, proctitis
ulcerosa, vasculitis asociada a trastornos del tejido conectivo, vasculitis asociada a deficiencias congénitas del sistema
del complemento, vasculitis del sistema nervioso central y granulomatosis de Wegener.

"Paciente" se refiere a un mamifero que necesita un tratamiento para el cancer. En general, el paciente es un ser
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humano. Un paciente puede ser un mamifero no humano, tal como un primate no humano, un perro, un gato, una
vaca, un caballo, un conejo, un cerdo, o similares. Un paciente también puede ser de un animal no humano, tal como
un ratén o una rata, que se usa en la preseleccion, la caracterizacion y la evaluaciéon de farmacos y terapias.

"Portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador, excipiente o diluyente que es
util en la preparacion de una composicion farmacéutica que generalmente es segura, no toxica y no es biolégicamente
ni de otro modo indeseable, e incluye un portador, un excipiente o un diluyente que sea aceptable para el uso
farmacéutico humano, asi como para el uso veterinario. Un "portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente
aceptable" incluye tanto uno como mas de uno de dichos portadores, excipientes o diluyentes.

Se entiende una "sal farmacéuticamente aceptable” incluye las sales de los compuestos activos que se preparan con
acidos o bases relativamente no toxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares que se encuentren en los
compuestos descritos en el presente documento. Cuando los compuestos de la presente divulgacion contienen
funcionalidades relativamente acidas, se pueden obtener sales de adicion de base poniendo en contacto la forma
neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, pura o en un disolvente inerte adecuado.
Algunos ejemplos de sales derivadas de bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen de aluminio, de
amonio, de calcio, de cobre, férricas, ferrosas, de litio, de magnesio, manganicas, manganosas, de potasio, de sodio
y de cinc. Algunas sales derivadas de bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas
primarias, secundarias y terciarias, incluyendo aminas sustituidas, aminas ciclicas y aminas naturales, tales como
arginina, betaina, cafeina, colina, N,N'-dibenciletilendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol,
etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina,
isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, piperazina, piperadina, resinas de poliamina, procaina, purinas,
teobromina, ftrietilamina, trimetilamina, tripropilamina y trometamina. Cuando los compuestos de la presente
divulgacion contienen funcionalidades relativamente basicas, pueden obtenerse sales de adicion de acido poniendo
en contacto la forma neutra de dichos compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, pura o en un
disolvente inerte adecuado. Algunos ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen
las derivadas de acidos inorganicos como los acidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdnico,
monohidrogenocarbonico, fosforico, monohidrogenofosférico, dihidrogenofosforico, sulfurico, monohidrogenosulfurico,
yodhidrico o fosforoso, asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no téxicos como acético,
propidnico, isobutirico, malénico, benzoico, succinico, subérico, fumarico, mandélico, ftalico, bencensulfénico, p-
tolilsulfénico, citrico, tartarico y metansulfénico. También se incluyen sales de aminoacidos tales como arginato, y
sales de acidos organicos como, por ejemplo, los acidos glucurénico o galactundrico (véase, por ejemplo, Berge, S.M.,
et al., "Pharmaceutical Salts", Journal of Pharmaceutical Science, 1977, 66, 1-19). Ciertos compuestos especificos de
la presente divulgacion contienen funcionalidades tanto basicas como acidas que permiten que los compuestos se
conviertan en sales de adicién tanto de base como de acido. Las formas neutras de los compuestos se pueden
regenerar poniendo en contacto la sal con una base o un acido y aislando el compuesto precursor de la forma
convencional. La forma precursora del compuesto difiere de las diversas formas salinas en ciertas propiedades fisicas,
tales como la solubilidad en disolventes polares, pero por lo demas, las sales son equivalentes a la forma precursora
del compuesto para los fines de la presente invencion.

"Profarmaco” se refiere a un compuesto que, después de su administracion, se metaboliza o se convierte de otro modo
en un compuesto biolégicamente activo o mas activo (o farmaco) con respecto a al menos una propiedad. Un
profarmaco, con respecto al farmaco, esta modificado quimicamente de manera que se hace, con respecto al farmaco,
menos activo o inactivo, pero la modificacion quimica es tal que el farmaco correspondiente se genera mediante
procesos metabdlicos u otros procesos bioldgicos tras la administracion del profarmaco. Un profarmaco puede tener,
con respecto al farmaco activo, una alteracion de la estabilidad metabdlica o de las caracteristicas de transporte,
menos efectos secundarios o0 menor toxicidad, o un mejor sabor (por ejemplo, véase la referencia Nogrady, 1985,
Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford University Press, Nueva York, paginas 388-392). Un profarmaco
puede sintetizarse usando reactivos distintos del farmaco correspondiente.

La "reduccion” de un sintoma o sintomas (y los equivalentes gramaticales de esta expresion) se refiere a una reduccion
de la gravedad o la frecuencia del sintoma o sintomas, o a la eliminacion del sintoma o sintomas.

La "cantidad terapéuticamente eficaz" de un farmaco se refiere a una cantidad de un farmaco que, cuando se
administra a un paciente con cancer u otra enfermedad hiperproliferativa, tendra el efecto terapéutico previsto, por
ejemplo, alivio, mejoria, atenuacion o eliminacion de una o mas manifestaciones del cancer o de otra enfermedad
hiperproliferativa en el paciente. Un efecto terapéutico no se produce necesariamente por la administracion de una
dosis, y puede producirse Unicamente tras la administracion de una serie de dosis. Por lo tanto, puede administrarse
una cantidad terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones.

"Tratar" o "tratamiento” de una afecciéon o de un paciente se refiere a realizar etapas para obtener unos resultados
beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos. Para los fines de esta invencién, los resultados clinicos
beneficiosos o deseados incluyen, por ejemplo,, aliviar o mejorar uno o mas sintomas del cancer o de otra enfermedad
hiperproliferativa; disminuir el alcance de la enfermedad; retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad; mejorar,
atenuar o estabilizar el estado patoldgico; u otros resultados beneficiosos.
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Il. Formulaciones farmacéuticamente aceptables

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden el
compuesto conocido como TH302 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un portador, excipiente o
diluyente farmacéuticamente aceptable. EI TH302 se describe en la publicacion de solicitud de patente PCT n.° WO
07/002931. En un aspecto, la formulacion farmacéuticamente aceptable comprende TH302 y, como excipiente,
sacarosa. Dicha formulacion de TH302 se describe en el ejemplo 1, a continuacion. En otro aspecto, la formulacion
farmacéuticamente aceptable es un solucion de TH302 o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en etanol.
Dichas formulaciones estables en etanol de TH302 se describen en el ejemplo 2.

En un aspecto, la formulacién farmacéuticamente aceptable comprende TH281 y, como excipiente, sacarosa. En otro

aspecto, la formulacion farmacéuticamente aceptable es un soluciéon de TH281 o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en etanol. Las estructuras de TH302 y de TH281 se muestran a continuacion:

N Cl
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TH302 TH281

En otros aspectos, la presente divulgacién proporciona formulaciones farmacéuticamente aceptables que comprenden
otros profarmacos activados por hipoxia de los alquilantes de fosforamidato descritos en el documento WO 07/002931.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona una dosis unitaria de una formulaciéon farmacéuticamente
aceptable de TH302. En un aspecto, la dosis unitaria de la formulacién farmacéuticamente aceptable comprende de
aproximadamente 25 mg a aproximadamente 250 mg de TH302, o de aproximadamente 50 mg a aproximadamente
150 mg de TH302. En un aspecto, la forma de dosis unitaria comprende aproximadamente 100 mg de TH302. En un
aspecto, la presente divulgacién proporciona una dosis unitaria que contiene aproximadamente 100 mg de TH302
liofilizado. Una formulaciéon adecuada farmacéuticamente aceptable de una dosis unitaria de TH302 se describe en el
ejemplo 1, a continuacion.

Ill. Métodos de tratamiento

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para el tratamiento del cancer, dicho método mediante la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 en el intervalo de aproximadamente 4 mg/m? -
aproximadamente 1.600 mg/m?, aproximadamente 8 mg/m? - aproximadamente 800 mg/m?, aproximadamente
16 mg/m? - aproximadamente 400 mg/m?2, o aproximadamente 32 mg/m? - aproximadamente 200 mg/m? a un paciente
que necesite dicho tratamiento. En otro aspecto, El TH302 puede administrarse a pacientes humanos en una cantidad
terapéuticamente eficaz en el intervalo de aproximadamente 4 mg/m? - aproximadamente 400 mg/m?,
aproximadamente 8 mg/m? - aproximadamente 200 mg/m?, aproximadamente 16 mg/m? - aproximadamente
120 mg/m? o aproximadamente 32 mg/m? - aproximadamente 80 mg/m?. Los estudios en animales que demuestran la
administracion terapéuticamente eficaz del TH302 con efecto antitumoral se describen en los siguientes ejemplos (por
ejemplo, los ejemplos 4-9). En el ejemplo 13, a continuacién, se describe un protocolo de ensayo clinico en seres
humanos.

En un aspecto, el TH302 se administra por via intravenosa. La administracion i.v. eficaz del TH302 para el tratamiento
del cancer se describe graficamente en la figura 2. En un aspecto, el TH302 se administra por via oral. La
biodisponibilidad oral eficaz del TH302 se describe en ejemplo 11.

En un aspecto, la cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 se administra con una frecuencia de al menos una vez
al dia, al menos una vez por semana, al menos una vez cada dos semanas, hasta una vez al mes. En un aspecto, el
TH302 se administra durante un periodo de al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3 semanas, hasta al
menos 24 semanas. En otros aspectos, se emplean periodos de administracion mas largos. Varias frecuencias y
periodos de administracion del TH302 para un tratamiento eficaz del cancer de acuerdo con los presentes métodos
se describen, por ejemplo, en los siguientes ejemplos 4-11y 13.
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En una realizacion, el cancer tratado se selecciona entre cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer
de pancreas y cancer de prostata. En otra realizacion, el cancer tratado es un céncer metastésico seleccionado del
grupo que consiste en cancer de médula 6sea, cancer de pulmoén, cancer de higado, cancer de ganglio linfatico y
cancer de ovario.

En un aspecto, el TH302 se administra en combinacién con otro agente antineoplasico seleccionado del grupo que
consiste en cisplatino, carboplatino, docetaxel, paclitaxel, gemcitabina o irinotecan. En un aspecto, el TH302 se
administra en combinacién con una terapia antineoplasica, tal como radioterapia. La administracion del TH302 en
combinacién con otro agente antineoplasico o una terapia antineoplasica se describe, por ejemplo, en los siguientes
ejemplos 4-9.

En aspectos particulares, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de un paciente con cancer de préstata
mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 (por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 4 mg/m? a aproximadamente 1.600 mg/m?) al paciente. En un aspecto, el paciente también se trata
con docetaxel.

En otro aspecto particular, la divulgacion proporciona un método de tratamiento de un paciente con cancer metastasico
mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de TH302 (por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 4 mg/m? a aproximadamente 1.600 mg/m?) al paciente. En un aspecto, el paciente también se trata
con irinotecan.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para el tratamiento del cancer mediante la administracion
de las formulaciones farmacéuticamente aceptables descritas en el presente documento que comprenden profarmacos
alquilantes de fosforamidato activados por hipoxia distintos del TH302, que incluyen, por ejemplo, el TH281 y los
descritos en el documento WO 07/002931.

La invencion, que se ha descrito de forma resumida y detallada, se ilustra mediante los siguientes ejemplos, que
proporcionan formulaciones farmacéuticamente aceptables de TH302 y demuestran la eficacia de la administracion
de TH302 para el tratamiento del cdncer de acuerdo con los presentes métodos.

IV. Ejemplos

Ejemplo 1. Formulacién de dosis unitaria liofilizada de TH302

Se afiadié una solucién (20 ml) de TH302 (100 mg) y sacarosa (1 g) a un vial de liofilizacion y se liofilizé para producir
una forma de dosis unitaria liofilizada de TH302. Con fines de administracion a seres humanos, se disolvio una forma
de dosis unitaria en DW5 y se administré una cantidad apropiada de esta solucion a pacientes.

Ejemplo 2. Formulacién en etanol de TH302

El TH302 se disolvié en etanol absoluto para producir una formulacion liquida farmacéuticamente aceptable del 5 %
de TH302. Como se utiliza en el presente documento, una solucién de TH302 al 5 % contiene 5 g de TH302 en 100 ml
de disolvente (por ejemplo, etanol).

La estabilidad de una formulacién en etanol de TH302 se demostré como sigue. Se preparé una formulacion liquida
de TH302 en etanol que contenia 1 mg de TH302 en 1 ml de la solucién. Se extrajeron alicuotas de esta formulacién
y se diluyeron con etanol para producir una formulacion de 40 ug/ml de TH302 en etanol, que se incubd a 20 °C y
37 °C, y cuya estabilidad se analizé mediante una cromatografia de liquidos de gran rendimiento (HPLC). La HPLC
empled los siguientes componentes y condiciones: columna (Alltech, Alltima C18, de 50 x 4,6, 3 um), fase movil (agua
y acetonitrilo), caudal 0,8 ml/min, volumen de inyeccion (10 ul), deteccidén (deteccion UV a 325 nm y 254 nm) y
temperatura de la columna (temperatura ambiente). La composicion de la fase mévil era como se tabula a continuacion:

Tiempo (min) % de agua % de acetonitrilo

0,01 95 5
4,5 5 95
7,0 5 95
8,0 95 5
11,0 95 5

Los resultados de estabilidad se tabulan a continuacién:

formulacion de TH302 incubada (dias) TH302 (%)
37°C 20 °C
0 96,97 96,97
3 96,95 96,98
5 96,98 96,91
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(continuacién)

formulacion de TH302 incubada (dias) TH302 (%)
37°C 20 °C
7 96,98 96,96
10 96,30 96,95
14 24 96,01 95,46 96,98

Los resultados demuestran que, en las condiciones del ensayo, una solucién de TH302 en alcohol etilico era estable
a 20 °C.

Ejemplo 3. Demostracién de los métodos de sintesis y/o de purificacion del TH302

ElI TH302 puede sintetizarse y separarse del material de reaccion no deseado como se describe en los ejemplos 6, 8
y 22-26 de la publicacion de solicitud de patente PCT n.° WO 07/002931. Los eluyentes utiles para separar el TH302
mediante una cromatografia en columna incluyen el eluyente a base de acetona/tolueno descrito en el ejemplo 6 de
la publicacién de solicitud de patente PCT n.° WO 07/002931, supra, y 5 % de hexano/acetato de etilo-5 % de
MeOH/acetato de etilo. De acuerdo con estos métodos, el TH302 de calidad API fue fabricado por Syngene, India.
Estos métodos sintéticos pueden modificarse como se describe a continuacion. Se puede usar POBr3 como agente
fosforilante en lugar de POCIs. Cuando se usa POCI3 como agente fosforilante, la hidrolisis del intermedio,
CIP(=0O)(NHCH2CH2Br)2 (1 equivalente) puede realizarse usando una solucion acuosa de NaBr (10 equivalentes).

Ejemplo 4. Demostracién de la eficacia del TH302 para el tratamiento del cancer en combinacién con irinotecan

El TH302 y el irinotecan (CPT-11) se formularon como sigue: el TH302 (7,5 mg/ml) en solucién salina y el CPT-11
(5 mg/ml) en Tween80-solucién salina al 2 %. Las formulaciones se filtraron a través de un filtro de 0,2 pm, después
se administraron a animales en la hora siguiente a su preparacion. Se prepararon células de cancer colorrectal humano
HT29 en 50 % de matrigel y 50 % de medio RPMI 1640 y se implantaron (3 x 108 células) en el espacio subcutaneo
del costado derecho de 90 ratones (0,2 mi/ratén). Los volimenes tumorales alcanzaron aproximadamente 160 mms3 el
dia 12 después de la implantacién. Se eligieron setenta y dos animales con un tamafio de tumor similar para el
tratamiento después de la aleatorizacion. Los ratones restantes se usaron como control sin tratamiento.

A los ratones se les administré el TH302 por via intravenosa a 75 mg/kg, una vez por semana durante 2 semanas
(Q7Dx2, i.v.), solo y en combinacién con CPT-11, administrado a 50 mg/kg, (Q7Dx3, por via intraperitoneal (i.p.)).
Ninguno de los grupos de ratones tratados mostré una pérdida de peso corporal inesperada. Después de iniciar la
administracion, los volumenes tumorales se midieron dos veces por semana. El dia 29 se produjo una inhibicion del
crecimiento tumoral del 59 % en los tumores de los ratones sometidos al tratamiento combinado en comparacion con
la de los ratones de control, a los que se les administré el vehiculo (DMSO al 5 %, Tween80-D5W al 5 %, Tween80-
salino al 2 %). En los ratones a los que se les administré el CPT-11 solo, es decir, aquellos en monoterapia con CPT-
11, se observo una inhibicidn del crecimiento tumoral del 41 % en comparacién con el grupo de ratones de control.

Puede estimarse una dosis eficaz para la administracion en seres humanos a partir de una dosis en ratones dividiendo
la dosis en ratones por 12,3. Por lo tanto, en una realizacion, de la presente invencion, el TH302 puede administrarse
a seres humanos para el tratamiento del cancer en una cantidad de aproximadamente 75/12,3 mg/kg o
aproximadamente 6 mg/kg. Una dosis en seres humanos en mg/kg puede convertirse en mg/m? multiplicando la dosis
en mg/kg por 40. Por lo tanto, en una realizacion, de la presente invencion, el TH 302 puede administrarse en una
cantidad de aproximadamente 240 mg/m? al ser humano para el tratamiento del cancer. Usando el mismo factor de
conversion, las dosis de TH302 eficaces para el tratamiento del cancer en seres humanos pueden estimarse a partir
de las dosis eficaces obtenidas para los ratones, como se describe en los ejemplos 2-9.

Ejemplo 5. Demostracién de la eficacia del TH302 para el tratamiento del cancer de ovario

A 40 ratones atimicos se les implantaron por via subcutanea células de cancer de ovario humano IGROV1 (5 x 108
células/ratén). Los volumenes tumorales se midieron dos veces por semana a partir del dia 7. El dia 8, los volimenes
tumorales alcanzaron aproximadamente 97,7 + 3,9 mm3. Los ratones se distribuyeron al azar en 3 grupos de
tratamiento a los que se les administro lo siguiente: CDDP (4 mg/kg, ip, Q7Dx2), CDDP (6 mg/kg, i.p. Q7Dx2) y TH302
(75 mg/kg, i.v., Q7Dx2). A un grupo de ratones de control se les administré solucion salina. Mientras que el tratamiento
con CDDP a ambas dosis no mostré una reduccion significativa del volumen tumoral, el tratamiento con TH302 mostré
una inhibicién significativa del crecimiento (P < 0,05). Cuarenta y cinco dias después de la primera administracion de
TH302, la inhibicion del crecimiento tumoral era del 66 %. El retraso en el crecimiento tumoral (hasta 300 mm3) era de
19 dias. Los ratones mostraron un aumento de peso corporal durante el periodo de tratamiento, lo que demuestra que
la administracion de TH302 era segura en la cantidad administrada. Este ejemplo demuestra la eficacia del TH302 por
si solo, es decir, como monoterapia, en el tratamiento del cancer de ovario.

Ejemplo 6. Demostracién de la eficacia del TH302 para eliminar células tumorales hipdxicas

Se prepararon células H460 de cancer humano no microcitico (NSCLC) en matrigel al 30 % o al 50 % en medio PRIM.
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A continuacion, se implantaron 2 x 10° células suspendidas en matrigel al 50 % por via subcutanea en el costado
derecho en 35 ratones (0,2 ml/raton), de forma similar, se implantaron 0,5 x 10® células suspendidas en matrigel al
30 % en 30 ratones. Los ratones portadores de tumores con un tamario similar, preferentemente de ~300 mm3, se
seleccionaron para la administracion de TH302. El TH302 se formul6 en solucion salina y se administré una dosis
unica de 50 mg/kg por via intravenosa.

Los ratones se colocaron en una camara con un 95 % y un 10 % de Oz durante 30 minutos antes de la administracion,
y se devolvieron a la camara durante 2 horas inmediatamente después del tratamiento. Veinticuatro horas después
del tratamiento, se extrajeron los tumores. El tejido tumoral se troced y se obtuvieron células individuales digiriendo el
tejido troceado con un coctel enzimatico durante 15 minutos a 37 °C con agitacion, y filtrando a través de una malla
estéril de 40 um. El numero de células se conté con un contador coulter. Después de una dilucion en serie, las células
se colocaron en una placa de Petri de 60 o 100 mm y se incubaron a 37 °C durante 8 a 10 dias para que se formaran
las colonias. Las colonias se contaron después de teiiirlas con violeta de cristal (0,25 % en etanol al 95 %). La eficacia
de la siembra (PE) se calculé dividiendo el nimero de colonias formadas entre el niumero de células sembradas. La
fraccion superviviente (SF) se calculé dividiendo como la PE de las células tratadas entre la PE de las células del
control con solucion salina.

Los resultados se describen en la figura 1, a continuacion. Las células tumorales obtenidas de los tumores de ratones
que respiraban un 95 % de Oz demostraron la mayor SF. La media de las SF fue del 5,76 %, 2,58 % y 50,38 % para
las células tumorales obtenidas de los tumores de ratones que respiran 2 1 % de Oz, 10 % de Oz y 95 % de O,
respectivamente. Los resultados demuestran que, in vivo, con una hipoxia creciente, la eficacia antitumoral del TH302
aumenta.

Ejemplo 7. Demostracion de la eficacia _del TH302_para el tratamiento de tumores de préstata implantados
ortotépicamente

Este experimento demuestra la eficacia del TH302, en el tratamiento del tumor de préstata humano PC-3 que fue
implantado ortotépicamente en ratones. Los tumores implantados ortotdpicamente son invasivos y matan a los
animales portadores de tumores no tratados. En el modelo ortotépico de préstata PC3 con proteina verde fluorescente
(GFP), el experimento se llevo a cabo de manera similar a la descrita en el ejemplo 55 del documento WO 07/002931,
y con Taxotere® (12 mg/kg) en lugar de gemcitabina, que se administré una vez por semana durante dos semanas.
La administracion del TH302 dio como resultado un retraso del crecimiento tumoral (TGD) de 16 dias y una reduccion
del volumen tumoral del 84 % en comparacion con las mediciones finales en el grupo con vehiculo (dia 31). La
administracion de Taxotere® solo dio como resultado un TGD de 31 dias y a una regresion de los tumores hasta 21 +
15 mm?3, mientras que los tumores tratados con TH302 en combinacion con Taxotere® remitieron hasta 16 + 8 mm3.
Los tumores de los ratones sometidos al tratamiento combinado nunca alcanzaron un volumen de 500 mm?3. Mas alla
del dia 31, los tumores tratados con Taxotere ® comenzaron a crecer, alcanzando un volumen de 766 mm?3 el dia 62.
Los tumores de los ratones sometidos al tratamiento combinado mostraron un mejor pronéstico en comparacion con
el tratamiento con Taxotere® solo, y alcanzaron un volumen de 180 mm? (P < 0,01 frente a Taxotere® solo). 4 de los
8 ratones tratados con una combinacién de TH302 y Taxotere® no mostraron una expresion detectable de la GFP y
se consideraron curados. Estos resultados demostraron que el TH302 en combinaciéon con quimioterapia era eficaz
en el tratamiento y la curacion del cancer.

Ejemplo 8. Demostracion de la eficacia del TH302 contra el cancer metastasico

Este ejemplo demuestra la eficacia del TH302 en el tratamiento de micrometastasis en hueso y tejidos blandos cuando
se administra en combinaciéon con Taxotere® (Docetaxel, Sanofi Aventis). En el ventriculo izquierdo de ratones
atimicos macho se inyectaron células de préstata humana PC-3 (3 x 10°) transfectadas con el gen de la luciferasa. El
éxito de las transfecciones intracardiacas se verificd mediante una exploracion de bioluminiscencia tras la inyeccion.
El dia 14, los ratones con carga tumoral 6sea establecida se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de
tratamiento (N = 10): Taxotere® solo (20 mg/kg una vez por semana durante tres semanas, i.v.), TH302 solo (50 mg/kg
diarios, 5 dias a la semana durante 3 semanas), el tratamiento combinado con ambos agentes y el vehiculo. Las
imagenes de bioluminiscencia se obtuvieron bajo anestesia usando un sistema de obtencién de imagenes épticas VIS
50.

La carga de tumores 6seos y blandos (principalmente pulmones e higado) aumenté con el tiempo, aproximadamente
1.000 veces, en el grupo con vehiculo. Todos los ratones tratados con vehiculo perdieron peso por la progresion de la
enfermedad y murieron a los 29 dias del inicio del tratamiento. Los ratones tratados solo con TH302 mostraron una
reduccion significativa de las metastasis 6seas (94 %) y de la carga tumoral en los tejidos blandos (95 %) al final del
estudio (dia 43).Hubo una pérdida de peso minima que sugiere una reduccion global de la progresion de la
enfermedad. Los ratones tratados con Taxotere® solo mostraron una reduccion significativa de las metastasis éseas
y de la carga tumoral en los tejidos blandos en comparacion con el vehiculo. El tratamiento con Taxotere®, en
promedio, impidi6 la progresion de la enfermedad durante la mayor parte del estudio y dio como resultado algunas
regresiones, pero dio como resultado una pérdida de peso y la muerte relacionada con la toxicidad.

El tratamiento de combinacién se asocié con una sorprendente reduccién persistente de las metastasis 6seas y de la
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carga tumoral metastasica de tejidos blandos mas alla del periodo de administracion. Toda la bioluminiscencia habia
desaparecido el dia 29 y se mantuvo en cero hasta el final del estudio. Las toxicidades en el grupo de combinacién
eran similares a las observadas en el grupo con Taxotere®. Por lo tanto, el TH302 no mostré ninguna toxicidad mas
alla de las toxicidades relacionadas con el Taxotere®. La tincion con H&E de las muestras del grupo con vehiculo
mostro la existencia de grandes focos metastasicos que sobresalian del hueso, mientras que los animales tratados
con la terapia de combinacion presentaban una morfologia con pocas, en caso de que las hubiera, células tumorales
visibles.

Estos resultados demuestran que el TH302 solo es eficaz en este modelo mortal agresivo de enfermedad metastasica
de la préstata. La combinacion de TH302 con Taxotere® era eficaz para erradicar las metastasis en los tejidos 6éseos
y blandos, segun las mediciones. Por lo tanto, una combinacion de TH302 y Taxotere® puede ser util para el
tratamiento de la enfermedad metastasica asociada al cancer de prostata.

También se cultivaron tumores metastasicos en ratones mediante la inyeccion de células cancerosas H460 NSCLC
en la cavidad pleural. Se observaron metastasis, entre otros érganos, en los pulmones y el ovario. El tratamiento de
estos ratones portadores de tumores metastasicos con TH302 solo (Q3Dx5, 100 mg/kg, i.v.) mostré una reduccion
visible de la masa tumoral metastasica. Por lo tanto, el TH302 es eficaz en el tratamiento de tumores metastasicos
cuando se administra solo y en combinacién con otro agente antineoplasico.

Ejemplo 9. Demostracién de la eficacia del TH302 para el tratamiento del cancer en combinacién con radiacion

Se trataron ratones portadores del tumor xenoinjertado H460 con radiacién de rayos X (un ciclo de 1,2 Gy/dia durante
5 dias) sola y en combinacién con TH302 (administrado por via ip, 75 mg/kg al dia durante 5 dias consecutivos 30 min
después de cada dosis de radiacion). Los resultados se muestran en la figura 3. Sin desear quedar ligados a teoria
alguna, la radioterapia es menos eficaz para eliminar las células tumorales hipdxicas en comparacién con las células
tumorales normoxicas. Los radicales de oxigeno implicados en la eliminacién de las células tumorales y que se
generan por la irradiacion de oxigeno, por ejemplo, en condiciones normdxicas, no puede formarse eficazmente en
condiciones de hipoxia. Por lo tanto, este ejemplo demuestra que, cuando se administra TH302 en combinacién con
radioterapia para eliminar las células tumorales, mejora la eficacia antitumoral de la radiacion para el tratamiento de
tumores sélidos.

Ejemplo 10. Demostracion de la administracion segura de TH302 a ratas y perros

Se administré una dosis Unica de TH302 a ratas y perros durante 30 minutos con el fin de lograr un rapido aumento
hasta unos niveles de farmaco relativamente altos. A las ratas se les administraron 50, 100 y 200 mg/kg, y a los perros
8, 16 y 32 mg/kg de TH302. La toxicidad especifica de la especie a la dosis mas alta se observo en la adiposidad y el
bazo de la rata. Tanto en ratas como en perros, en el nivel de toxicidad mas bajo de los estudios de dosis Unica, los
principales hallazgos fueron una reduccién en el hemograma de gldbulos blancos acompafiada unicamente de una
pérdida de peso moderada en las ratas macho. Estos cambios al nivel de toxicidad mas bajo fueron totalmente
reversibles en 2 semanas. A las dosis mas altas de 200 mg/kg en ratas y de 32 mg/kg en perros, se observo mortalidad,
siendo los 6rganos afectados en cada especie la médula ésea, el rifion, el timo y el intestino.

Tomando como base estos resultados, se administraron dosis de 12,5, 25 y 50 mg/kg de TH302 en un estudio de
toxicidad GLP con dosis multiples en ratas. Cada rata recibié una infusién de 30 minutos una vez por semana durante
tres semanas (Q7Dx3). Las toxicidades primarias fueron de naturaleza hematoldgica y fueron reversibles. Estos
efectos fueron pronunciados Unicamente con la dosis mas alta (50 mg/kg), a la cual la histopatologia revel6 efectos
en la médula 6sea y la lengua, con efectos menores en el rifién y el Utero.

En el estudio GLP de dosis repetidas con perros, que recibian 4, 8 y 16 mg/kg de TH-302, la leucopenia y la
neutropenia eran evidentes, particularmente al nivel de dosis alto, donde también se informé de hipocelularidad en la
médula dsea. Estos cambios eran reversibles.

Las dosis toxicas minimas se determinaron en 25 mg/kg para la rata y 8 mg/kg para el perro. Una dosis en ratas puede
convertirse en una dosis equivalente estimada en seres humanos dividiendo la dosis para ratas entre 6,2. Una dosis
en perros puede convertirse en una dosis equivalente estimada en seres humanos dividiendo la dosis para perros
entre 1,8. Por lo tanto, una dosis para ratas de 25 mg/kg corresponde a una dosis equivalente seres para humanos de
aproximadamente 4 mg/kg, y una dosis para perros de 8 mg/kg corresponde a una dosis equivalente para seres
humanos de aproximadamente 4,5 mg/kg.

Como se demuestra en este ejemplo, en ofras realizaciones mas de la presente invencion, el TH302 puede
administrarse con seguridad y eficacia terapéutica a un paciente humano para el tratamiento del cancer a una dosis
en la cantidad de aproximadamente 0,1 mg/kg - aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 0,2 mg/kg -
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg aproximadamente 10 mg/kg o aproximadamente 0,8 mg/kg
- aproximadamente 5 mg/kg, para el tratamiento del cancer en seres humanos. En otras realizaciones mas de la
presente invencion, el TH302 puede administrarse con seguridad y eficacia terapéutica a un paciente humano para el
tratamiento del cancer a una dosis en la cantidad de aproximadamente 0,1 mg/kg - aproximadamente 10 mg/kg,
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aproximadamente 0,2 mg/kg - aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 0,4 mg/kg - aproximadamente 3 mg/kg y
aproximadamente 0,8 mg/kg - aproximadamente 2 mg/kg para el tratamiento del cancer en seres humanos.

La cantidad terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico puede expresarse en unidades de mg/m2. Una dosis
de 1 mg/kg equivale a aproximadamente 70 mg/paciente. La superficie estimada de un paciente humano medio es de
aproximadamente 1,7 m2. Por lo tanto, una dosis de 1 mg/kg o de 70 mg/paciente equivale aproximadamente a una
dosis de 70/1,7 mg/m? o de 40 mg/m?. Por lo tanto, una dosis humana estimada en mg/kg puede multiplicarse por 40
y convertirse en una dosis humana en mg/m2. Por lo tanto, en una realizacion, el TH302 puede administrarse a
pacientes humanos en una cantidad terapéuticamente eficaz de aproximadamente 4 mg/m? - aproximadamente
1.600 mg/m?, aproximadamente 8 mg/m? - aproximadamente 800 mg/m?, aproximadamente 16 mg/m? -
aproximadamente 400 mg/m? y aproximadamente 32 mg/m? - aproximadamente 200 mg/m?. En otra realizacion, el
TH302 puede administrarse a pacientes humanos en una cantidad terapéuticamente eficaz de aproximadamente
4 mg/m? - aproximadamente 400 mg/m?, aproximadamente 8 mg/m? - aproximadamente 200 mg/mZ,
aproximadamente 16 mg/m? - aproximadamente 120 mg/m? y aproximadamente 32 mg/m? - aproximadamente
80 mg/m?.

Una dosis de 25 mg/kg de TH302 en ratas mostré una exposicién al farmaco, medida por el AUC del TH302, de
aproximadamente 2110 h x nanogramo (ng)/ml. Una dosis de 8 mg/kg de TH302 en perros mostré una exposicion al
farmaco de aproximadamente 1910 h x ng/ml (véanse los datos tabulados a continuacion). Por lo tanto, en ciertas
realizaciones de la presente invencion, el TH302 puede administrarse con seguridad en humanos para el tratamiento
del cancer, en donde la exposicion es de aproximadamente 500-aproximadamente 14.000 h x ng/ml. El AUC medido
para la toxina activa, el Br-IPM, era de aproximadamente 97 h x ng/ml en ratas y de aproximadamente 21,8 h x ng/ml
en perros. Por lo tanto, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para el tratamiento del cancer
mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un profarmaco de Br-IPM a un paciente que
necesite de dicho tratamiento, en donde dicha cantidad terapéuticamente eficaz del profarmaco de Br-IPM proporciona
un AUC de aproximadamente 10-1.000 h x ng/ml de Br-IPM en plasma.

La tabla 1 muestra los parametros farmacocinéticos del TH302 determinados el dia 15 tras la administracién repetida
de TH302 (Q7Dx3) a ratas de acuerdo con el ejemplo 10.

Tabla 1
Dia 15
Parametro  Dosis (mg/kg): 12,5 25 50

Cmax (ug/ml) 1,21 3,64 5,72
AUC (ug-h/ml) 0,699 2,11 3,25
Semivida (h) 0,266 0,312 0,346
Cl (I/h/kg) 17,6 16,5 11,8

Vss (/kg) 8,71 8,28 5,84

La tabla 2 muestra los parametros farmacocinéticos del bromo-IPM (HO-P(=O)(NHCH2CH2Br)2) determinados tras la
administracion repetida de TH302 (Q7Dx3) a ratas de acuerdo con el ejemplo 10. Al ser el Br-IPM capaz de reaccionar
con el agua y con otros nucledfilos diversos, para el analisis por HPLC del Br-IPM, el plasma obtenido se congelo y se
tratdé con NaF y oxalato de potasio.

Tabla 2
Dia 15
Parametro  Dosis (mg/kg): 12,5 25 50
Crmax (ug/ml) 0,286 0,375 0,385
AUC (Mg-h/ml) 0,107  0,0970 0,143
Semivida (h) 0,148 0,138 0,383

La tabla 3 muestra los parametros farmacocinéticos del TH302 determinados tras la administracion repetida de TH302
(Q7Dx3) a perros de acuerdo con el ejemplo 10.

Tabla 3
Dia 15
Parametro Dosis (mg/kg): 4 8 16
Cmax (ug/ml) 1,58 3,65 7,10
AUC (ug-h/ml) 0,853 1,91 4,26
Semivida (h) 0,271 0,253 0,284
Cl (I/h/kg) 4,84 4,35 3,82
Vss (I/kg) 2,10 1,78 1,93

La tabla 4 muestra los parametros farmacocinéticos del bromo-IPM (HO-P(=O)(NHCH2CH2Br)2) determinados tras la
administracion repetida de TH302 (Q7Dx3) a perros de acuerdo con el ejemplo 10.
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Tabla 4
Dia 15
Paradmetro Dosis (mg/kg): 4 8 16
Crmax (ug/ml) 0,00 0,0627 0,146
AUC1as1 (ug-h/ml) 0,00 0,0218 0,0607
Semivida (h) NC NC 0,305

Ejemplo 11. Demostracién de la farmacocinética (PK) del TH302

Se realizaron estudios farmacocinéticos en ratones CD-1 macho (50 mg/kg i.p. o por via oral (p.0.)) o en ratones
atimicos hembra (50 mg/kg i.v. 0 i.p.), ratas Sprague-Dawley macho (1, 5, 20 y 50 mg/kg i.v. y 100 mg/kg, p.o.), perros
Beagle (20 mg/kg, i.v.) y macacos cangrejeros (20 mg/kg i.v.). Las concentraciones plasmaticas de TH302 se
analizaron usando un método CL/EM y los parametros farmacocinéticos se calcularon usando un método no
compartimental. El aumento de escala interespecie se realizé de acuerdo con métodos convencionales. En los ratones
CD-1, las concentraciones plasmaticas de TH-302 disminuyeron con unas semividas terminales (t1,2) de 7,9 y 25,7 min
y 91 min después de 50 mg/kg i.p. y p.o., respectivamente, y con un ti2 de 8,2 y 9,7 minutos tras 50 mg/kg i.v. y p.o,
respectivamente, en los ratones atimicos. El aclaramiento corporal total (Cl) y el volumen de distribucién en equilibrio
aparente (Vss) en ratones atimicos eran de 4,37 I/h/kg y 0,542 I/kg, respectivamente. En ratas, el TH302 presenté una
farmacocinética lineal a lo largo del intervalo de dosis estudiado. El t12 plasmatica terminal medio variaba entre 1,32-
4,37 h tras la dosis i.v. El Cl medio era alto (4,69-6,14 I/h/kg) y el Vss medio era grande (1,67-5,09 I/kg). Después de
la administraciéon p.o., el TH302 se absorbié rapida y sustancialmente, alcanzando una concentracion plasmatica
maxima media en el primer punto temporal muestreado de 15 minutos y una biodisponibilidad oral absoluta del 77,3 %.
El t12 plasmatico terminal del TH-302 era de 1,59 h.

Después de una administracion i.v. en perros, el Cl y el Vss medios eran de 3,28 I/h/kg y 1,98 I/kg, respectivamente.
El t12 medio era de 49,2 min. En los monos, el TH302 tenia un Cl elevado (7,66 I/h/kg) y un gran Vss (2,92 I/kg). El
t12 plasmatico era de 24,9 min. El escalado entre especies mediante un analisis complejo de Dedrick predice un Cly
un Vss de 109 I/h y 493 | para un ser humano de 70 kg. El TH-302 mostrd una farmacocinética lineal y una excelente
biodisponibilidad oral. En todas las especies a las que se le administrd, el TH-302 mostré un elevado Cly un gran Vss.
El elevado aclaramiento observado indica que puede haber implicada una via de aclaramiento extrahepatica. Las
partes A, B y C, a continuacion, tabulan la farmacocinética del TH302 cuando se administra a ratas, perros y monos.

A. Demostracién de la farmacocinética del TH302 en ratas

ElI TH302 se disolvié en PEG400/solucién salina al 50 % para obtener una concentracion final de 25 mg/ml, y luego se
diluy6 adicionalmente para producir formulaciones de 25, 10, 2,5 y 0,5 mg/ml de TH302 (pH = 6). Las formulaciones
se prepararon justo antes de la administracion. La concentracion de TH302 en la soluciéon de administracion se
confirmé mediante HPLC-UV. En este estudio se usaron ratas Sprague Dawley macho (peso corporal: de 200 g a
230 g). Antes de los estudios farmacocinéticos, los animales fueron asignados aleatoriamente a cuatro grupos de
tratamiento con canulacién en la arteria carétida para la toma de muestras de sangre en serie. A todas las ratas se les
administré una unica dosis intravenosa en embolada durante un minuto a través de la vena de la cola. Las
concentraciones plasmaticas de TH302 se determinaron usando un método de cromatografia de liquidos de gran
rendimiento/espectrometria de masas (HPLC/EM/EM). Tras la administracion intravenosa en embolada a unas dosis
de 1,5, 20 y 50 mg/kg, el TH302 mostré una farmacocinética lineal con una fase de distribucion rapida seguida de una
fase de eliminacion mas lenta. Los resultados se tabulan a continuacion. Los resultados demostraron que, hasta
8 mg/kg de dosis diaria equivalente en seres humanos, el TH302 mostré una farmacocinética lineal, y que la exposicidn
de TH302, demostrada por su AUC, era de aproximadamente 8.500.

Tabla 5 Parametros farmacocinéticos del TH302 en ratas tras una administracion intravenosa a cuatro dosis

Numero de  Parametros farmacocinéticos

Animal

AUC 0t AUC(0-00) MRT Tizh  Vpllkg ClI Vss Tmaxh  Cmax

h x ng/ml h x ng/ml h I/h/kg I/kg ng/ml
(1 mg/kg)
1 202,22 203,34 0,69 2,18 15,45 4,92 1,49 0,03 732,20
2 174,91 178,44 0,95 1,75 14,19 5,60 1,83 0,03 682,78
3 273,70 282,01 1,03 2,16 11,03 3,55 2,82 0,03 990,12
MEDIA 216,94 221,26 0,89 2,03 13,55 4,69 2,05 0,03 801,70
DE 51,01 54,06 0,18 0,24 2,27 1,05 0,69 0,00 165,04
(5 mg/kg)
4 730,07 731,71 0,45 1,22 11,99 6,83 2,51 0,03 3841,30
5 ND ND ND ND ND ND ND 0,03 ND
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(continuacién)
Tabla 5 Parametros farmacocinéticos del TH302 en ratas tras una administracion intravenosa a cuatro dosis
Numero de  Parametros farmacocinéticos

Animal

AUC 0t AUC0-00) MRT Tizh  Vpllkg ClI Vss Tmaxh  Cmax

h x ng/ml h x ng/ml h I/h/kg I'kg ng/ml
6 868,22 919,39 1,36 6,29 49,33 5,44 7,68 0,03 3803,81
MEDIA 799,15 825,55 0,90 3,75 30,66 6,14 5,09 0,03 3822,56
DE 97,69 132,71 0,64 3,58 26,40 0,99 3,66 0,00 26,51
(20 mg/kg)
7 2831,37 2921,19 0,99 9,40 92,86 6,85 2,89 0,03 13431,30
8 3380,61 3387,13 0,41 1,08 9,16 5,91 229 0,03 12009,10
9 3597,80 3618,51 0,37 2,65 21,10 5,53 1,68 0,03 15053,50
MEDIA 3269,93 3308,94 0,59 4,37 41,04 6,09 229 0,03 13497,97
DE 395,02 355,17 0,35 4,42 45,27 0,68 0,61 0,00 1523,29
(50 mg/kg)
10 8827,84 8828,86 0,29 0,77 6,28 5,66 1,63 0,03 37198,50
11 8482,72 8488,15 0,30 0,94 7,99 5,89 1,68 0,03 37277,10
12 8083,24 8102,61 0,26 2,24 19,94 6,17 1,70 0,03 32033,40
MEDIA 8464,60 8473,21 0,29 1,32 11,41 5,91 1,67 0,03 35503,00
DE 372,63 363,35 0,02 0,80 7,44 0,25 0,04 0,00 3005,02

B: Demostracion de la farmacocinética del TH302 en perros Beagle

5 Lafarmacocinética del TH302 se demostré en perros como se tabula a continuacion.

Tabla 6
Hembras Machos
Dosis: (mg/kg) 4 8 16 32 4 8 16 32
Tmax (h) 0,517 0,525 0,517 0,517 0,617 0,525 0,525 0,525

Cméax (pg/ml) 3,83 6,41 137 18,5 4,16 6,35 10,8 23,0
AUC  (ug-h/ml) 2,27 3,40 7,66 9,63 2,33 3,64 6,20 11,0
T1/2  (h) 0,269 0,251 0,279 0,256 0,268 0,260 0,258 0,248
Cl (I’n/kg) 1,76 2,38 2,09 3,39 1,70 223 258 291
Vss  (I/kg) 0,785 0,974 0874 1,37 0822 0982 1,10 1,12

C: Demostracion de la farmacocinética del TH302 en macacos cangrejeros

10  Los parametros farmacocinéticos individuales y medios del TH302 tras la administracion intravenosa a una dosis de
20 mg/kg (N = 3) se muestran en la tabla 7.

Tabla 7
AUC

Animal Tmax Crmax AUCuttima T2 MRT Cl VB Vss

(h) (ng/ml) (ng x h/ml) (ng x h/ml) (h) (h) (I/h/kg) (I/kg) (I/kg)
04C0075 0,033 15900 1519 1539 0,826 0,476 13,0 15,5 6,18
01C0597 0,033 28500 3961 4082 0,194 0,245 4,90 1,37 1,20
01C0379 0,033 17600 3932 3942 0,226 0,269 5,07 1,65 1,36
Media 0,033 20667 3137 3188 0,415 0,330 7,66 6,17 2,92
DE 0 6837 1401 1429 0,356 0,127 4,62 8,07 2,83
Min. 0,033 15900 1519 1539 0,194 0,245 4,90 1,37 1,20
Max. 0,033 28500 3961 4082 0,826 0,476 13,0 15,5 6,18
CV, % 0 33,1 44,7 44,8 85,7 38,4 60,4 131 97,0

Ejemplo 12. Demostracién de la biodistribucién del TH302

15
Este ejemplo muestra la distribuciéon del TH302 in vivo mediante autorradiografia de cuerpo entero (WBA) tras la
administracion de una Unica dosis intravenosa en embolada de ['*C]TH302 a ratas. Se asignaron cinco ratas Sprague
Dawley macho a un grupo de dosis. El TH302 no radiomarcado (0,06 g) se pesoé en un frasco de formulacién apropiado,
se midio una solucion de 153 pl de ["“C]TH302 y se transfirio al frasco de formulacién, seguido de la adicion de 6,85 ml

20 de 50 PEG400 en solucion salina. La formulacion resultante se esterilizé en frio por filtracion a través de un filtro
comercial de 0,22 ym de tamafo de malla. La formulaciéon para administracion mantuvo a la temperatura ambiente y
en la oscuridad hasta la administracion de la dosis. A los animales se les administré el TH302 radiomarcado mediante
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una inyeccion intravenosa de la formulacién a una dosis de 50 mg/kg, en donde se administré una radiactividad de
aproximadamente 100 uCi. Después de la administracién del TH302, los animales fueron sacrificados en puntos
temporales seleccionados y los cadaveres se ultracongelaron y se procesaron para su seccionamiento. Se obtuvieron
una serie de secciones sagitales y parasagitales de cada cadaver y se expusieron a una pelicula de alta sensibilidad
hasta obtener una impresién adecuada de la radioactividad. Las imagenes obtenidas se analizaron de forma
semicuantitativa mediante densitometria computarizada. Los resultados demostraron que tras la administracion
intravenosa del TH302, la radioactividad estaba asociada al tracto gastrointestinal (Gl), su contenido, y el rifidn.

Ejemplo 13. Ensayo clinico de fase | del TH302 en pacientes humanos

Este ejemplo describe un ensayo de fase | abierto y multicéntrico en el que se administra el TH302 a pacientes
oncoldgicos.

Formulacion y administracion del TH302

ElI TH302 para inyeccién (100 mg) se preparo en viales de vidrio de 100 ml. El producto era una torta liofilizada y el
vial estaba tapado y sellado por remache. El TH302 se almacend en condiciones controladas a entre 2 y 8 °C. Cada
dosis se preparé en 250 ml de D5W y se administré por via intravenosa durante 30 minutos a través de una bomba
de infusién.

La cantidad y frecuencia de administracion del TH302 es como sigue:

Nivel 1: 7,5 mg/m? semanales x 3; 1 semana de reposo
Nivel 2: 15,0 mg/m? semanales x 3; 1 semana de reposo
Nivel 3: 30,0 mg/m? semanales x 3; 1 semana de reposo

Se usa un disefio de valoracion acelerada modificado (Simon et al., JNCI, 89: 1138-47). La administracion se inicia en
el nivel 1. Se incluirian hasta dos pacientes en los niveles de dosis iniciales. Hasta la primera toxicidad limitante de la
dosis (DLT) o toxicidad de grado 2 que no esté claramente relacionada con la progresion de la enfermedad, una
enfermedad intercurrente, medicamentos simultaneos u otra intervencién no farmacoldgica que se produzca durante
el ciclo 1, la dosis se incrementa en un 100 % a través de niveles sucesivos. Una DLT se definié como:

o toxicidad no hematoldgica de grado 3 o de grado 4 (incluyendo la neutropenia febril),

> nauseas de grado 3 o de grado 4, - vomitos o diarrea que no puedan ser tratados médicamente,

o neutropenia de grado 4 que dure > 5 dias,

o trombocitopenia de grado 4 (o cualquier necesidad de transfusién de plaquetas),

> anemia de grado 4 (no explicada por la enfermedad subyacente),

o cualquier toxicidad no hematoldgica de grado 2 no preexistente (excluyendo las nauseas de grado 2, vomitos,
diarrea, alopecia y fatiga) que, a juicio del investigador, del monitor médico y del patrocinador, se considere una
DLT,

o cualquier toxicidad no hematoldgica de grado 2 o superior que no se resuelva a una toxicidad de grado 0 o 1 al
inicio del siguiente ciclo que, a juicio del investigador, del monitor médico y del patrocinador, se considere una DLT,
° 0 la imposibilidad de comenzar el siguiente ciclo de tratamiento dentro de las dos semanas siguientes a la ultima
dosis debido a una toxicidad no resuelta.

Antes de pasar al siguiente nivel de dosificacion, el monitor médico y los investigadores principales debian revisar y
analizar los datos relevantes de seguridad y farmacocinética disponibles.

Poblacion del estudio

En este estudio se incluiran hasta 48 pacientes con tumores sdlidos avanzados. Participaran cohortes de hasta 6
pacientes en la fase de escalada de dosis de titulacién acelerada modificada. Una vez se ha establecida la MTD, se
incluiran 6 pacientes adicionales en el nivel de dosis MTD. Los criterios de inclusiéon son como sigue:

1. Al menos 18 afos de edad

2. Capacidad para comprender los propésitos y los riesgos del estudio y ha firmado un documento de
consentimiento informado por escrito aprobado por el Comité Institucional de Revisiéon/Comité de ética del
investigador

3. Malignidad sélida avanzada o metastasica confirmada histolégica o citoldgicamente

4. Tumor maligno sélido avanzado o metastasico previamente tratado con uno o mas regimenes de quimioterapia
o para el cual no se dispone de una terapia eficaz

5. Se ha recuperado de las toxicidades de la terapia anterior

6. Enfermedad medible segun los criterios RECIST (al menos una lesién indicadora)

7. Escala de estado funcional ECOG de 0 0 1

8. Esperanza de vida de al menos 3 meses

9. Una funcion hepatica aceptable:
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o Bilirrubina < 1,5 veces el limite superior de la normalidad
o AST (SGOT) y ALT (SGPT) < 2,5 veces el limite superior de la normalidad (ULN); si hay metastasis en el
higado, entonces se permite <5 x ULN

10. Una funcién renal aceptable:

o creatinina sérica (Scr) dentro de los limites normales, o un aclaramiento de creatinina calculado (CRCL?>
60 ml/min/1,73 m? para los pacientes con unos niveles de creatinina superiores a los normales institucionales).
11. Estado hematoldgico aceptable (sin apoyo hematoldgico):

> ANC = 1.500 células/pl
o recuento de plaquetas = 100.000/pl
> hemoglobina = 9,0 g/dI

12. Analisis de orina: no hay anomalias clinicamente significativas
13. Estado de coagulacion aceptable:

°PT=<1,3xULN
°PTT =1,3x ULN

14. Todas las mujeres con posibilidad de quedar embarazadas deben tener una prueba de embarazo sérica
negativa, y las mujeres y los hombres sujetos deben aceptar utilizar medios anticonceptivos eficaces (esterilizacion
quirargica o el uso o la anticoncepcion de barrera con un preservativo o un diafragma junto con un gel espermicida
o un DIU) con su pareja desde la inclusion en el estudio hasta 6 meses después de la Ultima dosis.

Los criterios de exclusion seran como sigue:

1. Clase Ill o IV de la New York Heart Association (NYHA), cardiopatia, infarto de miocardio en los 6 meses
anteriores al dia 1, o arritmia inestable

2. Trastornos convulsivos que requieren terapia anticonvulsiva

3. Metastasis cerebrales sintomaticas (a menos que hayan sido tratadas previamente y estén bien controladas
durante un periodo de = 3 meses)

4. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica grave con hipoxemia o, en opinién del investigador, cualquier estado
fisioldgico que provoque hipoxemia

5. Cirugia mayor, que no sea la cirugia de diagndstico, en las 4 semanas anteriores al dia 1, sin recuperacion
completa

6. Infecciones bacterianas, viricas o fungicas activas e incontroladas, que requieren terapia sistémica

7. Tratamiento con radioterapia, cirugia, quimioterapia, terapias dirigidas (erlotinib, lapatinib, etc.) u hormonas en
las 4 semanas anteriores a la inclusion en el estudio (6 semanas para las nitrosoureas o la mitomicina C)

8. Pacientes que hayan participado en un estudio de medicamentos o dispositivos en investigacion en los 28 dias
anteriores a la inclusion en el estudio

9. Infeccién conocida por VIH, hepatitis B o hepatitis C

10. Pacientes que hayan mostrado reacciones alérgicas a un compuesto estructural, agente biolégico o formulacién
similar (que contenga solutol y/o propilenglicol)

11. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia

12. Enfermedad o afeccion simultanea que pueda interferir con la realizaciéon del estudio o que, en opinién del
investigador, supondria un riesgo inaceptable para el sujeto de este estudio

13. Falta de voluntad o incapacidad para cumplir con el protocolo del estudio por cualquier motivo

Preseleccién

Los candidatos seran evaluados para ser incluidos en el estudio de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion
establecidos (seccidén 4, Poblacion del estudio). El investigador evaluara los resultados de todos los analisis,
incluyendo las pruebas analiticas clinicas, y determinara la idoneidad de cada candidato para el estudio. El investigador
debe conocer los resultados en la situacion inicial antes de la inclusion. La prueba de embarazo en suero para las
mujeres con capacidad de procrear debe ser negativa para quienes avancen hasta la inclusion. Todos los
procedimientos de preseleccion debian realizarse dentro de los 21 dias del ciclo 1/dia 1.

Se llevaran a cabo los siguientes procedimientos para establecer el estado de salud general de cada candidato y sus
condiciones para la posible inclusion en el estudio:

se registraran la anamnesis, incluyendo la histologia del tumor primario (y el grado de diferenciacién), el sitio del tumor
primario, la fecha de diagndstico del cancer, la fecha de diagndstico de la enfermedad avanzada/metastasica, los tipos
y fechas de terapias antitumorales previas (incluyendo cirugia, radioterapia, terapia sistémica) y la fecha de la mas
reciente progresion de la enfermedad. Si se ha tratado previamente, se registrara la mejor respuesta a la ultima
quimioterapia y la fecha de progresion. Si se dispone de mediciones del tumor antes y después de la quimioterapia,
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se usaran los RECIST para estas evaluaciones de los tumores. Los antecedentes de medicacion reciente, incluyendo
vitaminas, fitofarmacos, productos sanguineos y otros medicamentos de venta sin receta (incluyendo todos los
medicamentos simultaneos tomados dentro de los 14 dias del Dia 1) seran documentados para los sujetos incluidos.
Se obtendrd un ECG de 12 derivaciones. Se registraran las mediciones de la presién arterial (PA), la frecuencia
cardiaca (FC), la frecuencia respiratoria (FR) y la temperatura. Estas mediciones se haran de acuerdo con las
instrucciones convencionales. Se realizara una exploracion clinica completa (incluyendo una evaluacién ocular) y se
registraran la altura y el peso.

Se realiza una evaluacién del tumor con una TAC helicoidal de la o las ubicaciones relevantes (es decir, el abdomen,
la pelvis y/o el térax, mas otras evaluaciones relevantes para evaluar toda la enfermedad conocida) en los 28 dias
siguientes al inicio del estudio y tras la finalizacion de la terapia antitumoral mas reciente y tras la progresién mas
reciente. Toda la enfermedad conocida debe ser documentada como lesiones objetivo o no objetivo usando los
RECIST. Las lesiones que se espera que requieran radioterapia paliativa durante el estudio no deben incluirse como
lesiones objetivo, sino que deben figurar como lesiones no objetivo. Las lesiones que no han recibido radioterapia en
las 6 semanas anteriores pueden ser lesiones objetivo.

Se evaluara el estado funcional segun el Grupo Oncoldgico Cooperativo de la Costa Este (ECOG). Se extraeran
muestras sanguineas para hematologia y quimica. Se obtendran marcadores tumorales, si fuera apropiado. El
aclaramiento de creatinina (CrCL) se calculara mediante la férmula de Cockcroft-Gault y se estandarizara en funcién
de la SC:

Hombres: CrCL (ml/min/1,73 m2) = (140 - edad) x (PC [kg]) x (SC) / (1,73 x 72 x (creatinina sérica [mg/dI]), donde
la edad es la edad en afios, SC = superficie corporal (m?) y PC (kg) es el peso corporal
Mujeres: CrCL (ml/min/1,73 m?) = 0,85 x (140 - edad) x (PC [kg]) x (SC) / (1,73 x 72 x (creatinina sérica [mg/dl])

Se realizara una prueba de embarazo de HCG en suero en mujeres con posibilidad de quedar embarazadas (todos
las mujeres a menos que estén esterilizadas quirdrgicamente o al menos un afio después de la menopausia). Se
realizaran analisis microbiolégicos de las muestras de orina.

Periodo de tratamiento:

Ciclos 1-6: el TH-302 se administrara semanalmente durante 3 semanas, seguido de un periodo de reposo de 1
semana, durante hasta 6 ciclos. Todas las evaluaciones requeridas del estudio deben obtenerse dentro de los 6 £ 3
dias del punto temporal nominal, a menos que se especifique lo contrario. Los sujetos deben recibir la primera dosis
del farmaco del estudio en los 21 dias siguientes al inicio de la preseleccion.

Los siguientes procedimientos se realizaran en todos los sujetos el dia 1 del ciclo 1 antes de administrar el TH-302:

Ciclo 1, Semanas 1, 2 y 3: se recogera una muestra de sangre y de orina previa a la dosis para el analisis
farmacocinético del TH-302 y del Br-IPM (Unicamente en la semana 1 y en la semana 3)

Ciclos 1-6. Semanas 1, 2 y 3: antes de la administracion del TH-302 deben evaluarse la ALT, la AST, la bilirrubina,
la creatinina séricas y el aclaramiento de creatinina calculado. El aclaramiento de creatinina debe ser
260 ml/min/1,73 m?2 para la administracién de TH302. Antes del primer dia de administracion del ciclo 1, la ALT, la
AST, la bilirrubina y la creatinina deben cumplir los criterios de seleccion del protocolo en los 3 dias anteriores a la
administracion del TH302.

Procedimientos farmacocinéticos en plasma y orina después de la dosis (Unicamente el ciclo 1): si la infusién no
se completa en 30 minutos, los tiempos de las siguientes extracciones de sangre para farmacocinética se ajustaran
en consecuencia. Se recogeran muestras de plasma y de orina para el analisis farmacocinético del TH-302 y del
Br-IPM. Se registraran los medicamentos simultaneos.

Escalada de la dosis

El tamano de las cohortes se aumentara hasta un minimo de 3 sujetos después de la primera DLT o toxicidad de grado
2 relacionada con el farmaco que claramente no esté relacionada con la progresion de la enfermedad, una enfermedad
intercurrente, medicamentos simultaneos u otra intervencion no farmacolégica comenzando en el nivel de dosis actual.
A continuacion, se trataran cohortes secuenciales de tres pacientes con dosis escaladas hasta que se establezca la
MTD. Cada escalada de dosis sera entre un 20 % y un 40 % mayor que la dosis anterior, y el aumento porcentual
dependera del nivel de dosis actual y de los datos de seguridad acumulados. Sera necesario realizar un seguimiento
de todos los sujetos de una cohorte de nivel de dosis durante 4 semanas (o hasta la DLT) antes de incluir a los sujetos
en el siguiente nivel de dosis méas alto. No se permitiran escaladas de dosis en pacientes individuales.

Tras la observacion de la primera DLT o toxicidad de grado 2 que claramente no esté relacionada con la progresion
de la enfermedad, una enfermedad intercurrente, medicamentos simultaneos u otra intervencion no farmacolégica, se
incluiran al menos 3 pacientes en cada nivel de dosis. En caso de que 1 de los 3 primeros pacientes en un nivel de
dosis experimente una DLT, durante del primer ciclo, se trataran hasta 3 pacientes adicionales con ese nivel de dosis.
Si 2 o mas pacientes en un nivel de dosis dado experimentan una DLT durante el primer ciclo, entonces se habia
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excedido la MTD y se trataran hasta un total de 6 pacientes con el siguiente nivel de dosis mas bajo. Si menos de 2
de 6 pacientes experimentan una DLT en este nivel de dosis mas bajo, esta dosis sera declarada la MTD.

Una vez que se ha establecido una MTD, se incluiran 6 pacientes adicionales en el nivel de dosis MTD.

Modificaciones de la dosis

En pacientes individuales se permitiran las modificaciones de la dosis tabuladas a continuacién. Si fuera necesario
retrasar una dosis, la dosis se omitiria y el paciente recibiria la siguiente dosis segun el programa. Si un paciente
requiere mas de 2 reducciones de dosis por toxicidad, el paciente debe suspender el tratamiento

Tabla 8. Modificaciones de la dosis de TH302'

Grado Acontecimiento adverso Accién Accién tras la resolucién
Toxicidades | Aclaramiento de creatinina Mantener la dosis y repetir el | Suspender el TH302 si el CrCL
de grado 1 <60 ml/min/1,73 m? por Cockcroft- | CrCL al menos 3 dias sigue siendo <60 ml/min/1,73 m?
Gault después
Hematologia (recuento de Mantener la dosis hasta que | Reanudar con la dosis completa
plaquetas < 100.000/ul) el recuento de plaquetas 2
100.000/ul
Toxicidades | Todas (excepto alopecia, Mantener la dosis hasta la Reanudar con la dosis completa
de grado 22 | nauseas, vomitos, diarrea o fatiga) | resolucion a grado 0 o 1
Toxicidades | Todas (excepto nduseas y Mantener la dosis hasta la Reanudar con el nivel de dosis
de grado 3% | vémitos) resolucion agrado0o 10 anterior mas bajo

hasta que se trate
adecuadamente (es decir,
embolia pulmonar)

Toxicidades | Afecciones potencialmente Se debe suspender el ND

de grado 4* | mortales que se consideran tratamiento
debidas al TH-302
Otros eventos de grado 4 tales Mantener la dosis hasta la Revisar en el nivel de dosis
como neutropenia, anemia, fatiga | resolucién a grado 0 o 1 anterior mas bajo si el médico
y embolia pulmonar sin riesgo responsable determina que el
para la vida que se tratan mejor interés del sujeto es
adecuadamente continuar

' Estas directrices se refieren a los acontecimientos adversos que se considera que no estan claramente
relacionados con la progresion de la enfermedad, una enfermedad intercurrente, medicamentos simultaneos u otra
intervencion no farmacoldgica. Sin embargo, estas reglas de modificacion de la dosis debian seguirse para todos
los cambios en el CrCL y la bilirrubina sérica, independientemente de que se considere que las anomalias no estan
claramente relacionadas con la progresion de la enfermedad, una enfermedad intercurrente, medicamentos
simultaneos u otra intervencion no farmacoldgica. Si un sujeto requiere mas de 2 reducciones de dosis por
toxicidad, debe suspender el tratamiento.

2 ALT/AST de grado 2 en la situacion inicial, el tratamiento no debe llevarse a cabo si sigue siendo de grado 2

3 ALT/AST de grado 2 en la situacién inicial, el tratamiento se reanuda cuando el valor vuelve a ser de grado 2.

Calendario de evaluaciones

La duracion total de la parte activa del estudio para cada sujeto sera de aproximadamente 30 semanas, dividido de la
siguiente manera:

hasta 3 semanas antes de la dosis (periodo de preseleccion); hasta seis ciclos de tratamiento de 4 semanas (periodo
de tratamiento de 24 semanas); opcionalmente, permitir que los sujetos que no hayan progresado al final del periodo
de tratamiento continden la terapia en funcion de cada caso, tras la revision del investigador y el monitor médico;
periodo de seguimiento de seguridad (visita de finalizacidn del estudio 1-2 semanas después de la ultima dosis de la
medicacion del estudio); preseleccion de todos los sujetos en los 21 dias anteriores al ciclo 1/dia 1 (visita de
preseleccion).

Se usaran las constantes vitales, los resultados de las pruebas analiticas clinicas, el peso y los EA para evaluar la
seguridad. La eficacia se evaluara tomando como base las evaluaciones del tumor (tasa de respuesta objetiva y
duracion de la respuesta) realizadas a intervalos durante el estudio, y la supervivencia global.

Finalizacién del estudio/Finalizacién temprana del estudio

Si el CrCL es anormal (<75 ml/min/1,73 m? para las mujeres o <85 ml/min/1,73 m? para los hombres) al finalizar el
estudio y al menos 5 ml/min menor que el valor del ciclo 1/dia 1, debe medirse la creatinina sérica y calcularse el CrCL
una vez cada 3 semanas hasta que vuelva a la situacion inicial o durante 12 semanas, lo que suceda primero.
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Procedimientos farmacocinéticos

Se recogera una muestra de sangre para la determinacién farmacocinética de las concentraciones plasmaticas de TH-
302 y/o de Br-IPM en todos los sujetos incluidos en el estudio unicamente los dias 1y 15 del ciclo 1, antes de la dosis,
15y 30 (fin de la infusién) 35, 45 minutos, 1, 1,5, 2, 2,5, 3,5, 4,5, 6,5, 8,5y 12,5 horas después del inicio de la infusion.
Si la infusion no se completa en 30 minutos, los tiempos de las siguientes extracciones de sangre para farmacocinética
deben ajustarse en consecuencia. El dia 8 del ciclo 1 se recogeran muestras de sangre para el analisis farmacocinético
antes de la administracion y al final de la infusion.

La orina se recogera durante las primeras 12 horas después de la administracion en los siguientes intervalos de tiempo:
antes de la dosis, 0-4, 4-8 y 8-12 horas después del inicio de la infusién Unicamente para el ciclo 1 (dias 1y 15).

Los detalles sobre la recogida, el procesamiento, el almacenamiento y el envio de las muestras de plasma y de orina
se proporcionaran en un manual aparte.

Procedimientos de seguridad

Se realizara una exploracion clinica completa en el momento de la preseleccion y en el momento de la finalizacion del
estudio o de la finalizacion temprana del estudio. Se realizara una exploracion clinica limitada dentro de los 5 dias
anteriores al tratamiento de la semana 1 de los ciclos 1-6. Se realizara una evaluacién ocular con cada exploracién
clinica completa y limitada. Si los resultados de la evaluacion ocular son clinicamente significativos, el paciente debe
ser remitido a un oftalmélogo para una evaluacion adicional. Se realizara una exploracion neuroldgica con cada
exploracion clinica completa y limitada. Se medira el peso corporal antes de cada dosis. Los resultados de las
exploraciones clinicas se usaran unicamente con fines de seguimiento de la seguridad. En cada visita del estudio, de
acuerdo con una buena practica médica, se evaluara el estado de salud general del sujeto (por ejemplo, su aspecto,
la presencia de enfermedades o lesiones, la temperatura y las constantes vitales indicativas de una enfermedad
simultanea) para determinar si es apropiado continuar la administracion.

El numero maximo de muestras y la cantidad aproximada de sangre que debe recogerse de cada sujeto se muestran
en la tabla 9.

Tabla 9
Ensayo Preseleccion | NUmero de muestras por Numero total | Aproximadamente, ml | Subtotal de
ciclo de muestras | por muestra sangre (ml)
1 |26 Finalizacién
Hematologia 1 3 |15 1 20 5 100
Quimica sérica 1 3 |15 1 20 5 100
PT, PTT 1 0 |0 0 1 5 5
:\/Iarcadore1s 1 1 |5 1 8 5 40
umorales
TH-302/BrIPM 0 30 (0 0 30 5 150
en plasma
Prueba de 1 1 12 0 4 5 20
embarazo en
suero?
Total de ml de sangre 415

T CA-125, CA 19-9, PSA, EGFR, Her-2, etc. y cualquier otro marcador tumoral especifico del cancer aplicable.
2 Mujeres con capacidad de procrear. Se requiere suero Unicamente en la preseleccion. La orina o el suero pueden

ser analizados posteriormente.

Se extraera un total de aproximadamente 415 ml de sangre de cada sujeto durante el estudio: 25 ml en la preseleccion,
290 ml durante el ciclo 1, 35-40 ml durante cada ciclo 2-6, y 15 ml al finalizar el estudio. Se usaran muestras de sangre
para evaluar las pruebas analiticas clinicas y las concentraciones maximas de TH-302 y de Br-IPM.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéuticamente aceptable que comprende TH302 y etanol para usar en un método de
tratamiento del cancer mediante la administracion intravenosa de TH302 en una cantidad en el intervalo de 4 mg/m?
a 1.600 mg/m? a un paciente que necesite dicho tratamiento, en donde la formulacion se diluye antes de la
administracion, y en donde la estructura del TH302 es:

Br,
/N
02”""<N l O\F((NH
Me / \ﬁ/\\/ Br
o

TH302

2. La formulacion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la administracion tiene una frecuencia de
al menos una vez por semana.

3. La formulacién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la administracién es durante un periodo de
al menos 3 semanas.

4. La formulacién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el cancer tratado se selecciona del grupo
que consiste en cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de préstata, cancer de médula ésea,
cancer de pulmodn, cancer de higado, cancer de ganglio linfatico y cancer de ovario.

5. La formulacion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la administracion se realiza en combinacion
con otro agente antineoplasico seleccionado del grupo que consiste en cisplatino, carboplatino, docetaxel, paclitaxel,
gemcitabina e irinotecan.

6. La formulacién de acuerdo con la reivindicacién 1 para usar en un método de tratamiento del cancer de préstata en
donde el paciente también se trata con docetaxel.

7. La formulacion de acuerdo con la reivindicacion 1 para usar en un método de tratamiento del cancer metastasico
en donde el paciente también se trata con irinotecan.

8. La formulacién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la formulacién no contiene mas del 5 % de
cualquier disolvente distinto del etanol.

9. La formulacién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el TH302 se administra en una cantidad en
el intervalo de aproximadamente 16 mg/m? a aproximadamente 400 mg/m?.

10. La formulacion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la administracion es en combinacion con
radioterapia.

11. Uso de una formulacién que comprende TH302 y etanol para la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento
del cancer, diluyendo la formulacion y administrando la formulacién por via intravenosa a un paciente que necesita
dicho tratamiento en una cantidad tal que el TH302 esté en el intervalo de 4 mg/m? a 1.600 mg/m?, y en donde la
estructura del TH302 es:

Br,

>

TH302
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