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DESCRIPCION
Terapia combinada con sorafenib o regorafenib y un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina
Campo de la invencién

La invencién se refiere a una terapia combinada para el cancer, y mas especificamente, a una terapia
combinada de profarmacos sorafenib-fosforamidato de troxacitabina y a una terapia combinada de profarmacos
regorafenib-fosforamidato de troxacitabina para el cancer y las metéastasis de higado.

Antecedentes de la invencién

El cancer de higado (o cancer hepético) es un cancer que se origina en el higado. El cancer primario de higado
es el quinto tipo de cancer més frecuente a nivel mundial y la segunda causa principal de muerte por cancer.
Los cénceres de higado son tumores malignos que crecen en la superficie o dentro del higado. Se forman a
partir del propio higado o de estructuras dentro del higado, incluidos los vasos sanguineos o el conducto biliar.

La principal causa de cancer de higado es la infeccién virica por el virus de la hepatitis B o el virus de la hepatitis
C. El cancer generalmente se forma de manera secundaria a la cirrosis causada por estos virus. Por esta razén,
las tasas més altas de cancer de higado se dan donde estos virus son endémicos, incluido el este de Asia y el
Africa subsahariana. Los cénceres de higado no deben confundirse con las metéstasis de higado, también
conocidas como céncer de higado secundario, que es un cancer que se origina en 6rganos de otras partes del
cuerpo y migra al higado.

El cancer de higado mas frecuente, que representa aproximadamente el 75 % de todos los canceres de higado
primarios, es el carcinoma hepatocelular (CHC). EI CHC es un cancer formado por células del higado,
conocidas como hepatocitos, que se vuelven malignas. Otro tipo de cancer formado por células hepaticas es
el hepatoblastoma, que se forma especificamente por células inmaduras del higado. Es un tumor maligno raro
que se desarrolla principalmente en menores, y representa aproximadamente el 1 % de todos los canceres en
menores y el 79 % de todos los canceres de higado primarios en menores de 15 afios.

El cancer de higado puede formarse también a partir de otras estructuras dentro del higado tales como el
conducto biliar, los vasos sanguineos y las células inmunitarias. El cancer de los conductos biliares
(colangiocarcinoma y cistadenocarcinoma colangiocelular) representan alrededor del 6 % de los canceres de
higado primarios. También existe un tipo variante de CHC que consiste tanto en CHC como en
colangiocarcinoma. Los tumores de los vasos sanguineos del higado incluyen el angiosarcoma y el
hemangioendotelioma. El sarcoma embrionario y el fibrosarcoma se producen a partir de un tipo de tejido
conjuntivo conocido como mesénquima. Los canceres producidos a partir del musculo del higado son el
leiomiosarcoma y el rabdomiosarcoma. Otros canceres de higado menos comunes incluyen carcinosarcomas,
teratomas, tumores del saco vitelino, tumores carcinoides y linfomas. Los linfomas suelen tener una infiltracién
difusa hacia el higado, aunque en raras ocasiones también pueden formar una masa de higado.

La reseccién quirirgica es a menudo el tratamiento de eleccion para los higados no cirréticos. La reseccion de
higados cirréticos puede aumentar el riesgo de complicaciones como insuficiencia hepatica. Las tasas de
supervivencia a 5 afios después de la reseccién han mejorado enormemente en las Ultimas décadas y ahora
pueden superar el 50 %. Las tasas de recurrencia después de la reseccién debido a la propagacion del tumor
inicial o la formacién de nuevos tumores superan el 70 %. El trasplante de higado también se puede usar en
casos de CHC donde esta forma de tratamiento puede tolerarse y el tumor se ajusta a criterios especificos (por
ejemplo, los criterios de Milan). Menos del 30 % al 40 % de los individuos con CHC son elegibles para cirugia
y trasplante porque el cancer a menudo se detecta en una etapa avanzada. También, el CHC puede progresar
durante el tiempo de espera para un trasplante de higado, lo que en Ultima instancia puede impedir el
trasplante.

La ablacién percutanea es el Unico tratamiento no quirdrgico que puede ofrecer cura. Existen muchas formas
de ablacién percutédnea, que consisten en inyectar sustancias quimicas en el higado (etanol o 4cido acético) o
producir temperaturas extremas mediante ablacién por radiofrecuencia, microondas, laser o crioterapia. De
estas, la ablacién por radiofrecuencia tiene una de las mejores reputaciones en el CHC, pero las limitaciones
incluyen la incapacidad de tratar tumores cercanos a otros 6rganos y vasos sanguineos debido a la generacién
de calor y al efecto de sincronizacién de calor, respectivamente.

Los agentes quimioterapéuticos sistémicos no se usan rutinariamente en el CHC, aunque se puede usar
quimioterapia local en un procedimiento conocido como quimioembolizacién transarterial (TACE). En este
procedimiento se administran farmacos citotéxicos como doxorrubicina o cisplatino con lipiodol y se bloquean
las arterias que irrigan el higado con una esponja de gelatina u otras particulas. Debido a que la mayoria de
los farmacos sistémicos no tienen eficacia en el tratamiento del CHC, la investigacién de las vias moleculares
implicadas en la produccién de cancer de higado produjo sorafenib, un medicamento de terapia dirigida que
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previene la proliferacién celular y el crecimiento de células sanguineas en algunas circunstancias. En
investigaciones posteriores se produjo el analogo fluorado del sorafenib, regorafenib. Regorafenib es un
farmaco de terapia dirigida que es un inhibidor de la tirosina cinasa del receptor oral que bloquea una via
importante que promueve la divisién celular.

La radioterapia no se usa con frecuencia en el CHC porque el higado no tolera la radiacién. Incluso con
tecnologia moderna que proporciona radiacién bien dirigida a areas especificas del higado, el dafio colateral
al tejido circundante del higado es un problema, lo que enfatiza la necesidad de mejores regimenes que
«preserven el higado». Los tratamientos duales de radioterapia mas quimioembolizacidn, quimioterapia local,
quimioterapia sistémica o farmacos de terapia dirigida pueden mostrar beneficios sobre la radioterapia sola.

Sorafenib (comercializado como NEXAVAR®), es un farmaco aprobado por la FDA para pacientes con cancer
de higado primario avanzado. Es una molécula pequefia que interactlia con miultiples cinasas intracelulares y
de superficie celular, incluida la via Raf/Mek/Erk. Al inhibir estas cinasas, se inhibe la transcripcién genética
que implica la proliferacién celular y la angiogénesis, con la interesante observacion de que la hipoxia en los
tejidos tumorales sélidos puede aumentar debido a que el tratamiento reduce el suministro de sangre al tumor.

Sin embargo, incluso con el desarrollo de farmacos como el sorafenib, las opciones de tratamiento actuales
para el cancer de higado son insuficientes debido a su eficacia limitada y su grave toxicidad.

Regorafenib (comercializado como STIVARGA®), es un farmaco aprobado por la FDA para pacientes con
cancer colorrectal metastasico que fracasaron con los tratamientos estandar y para pacientes con tumores del
estroma gastrointestinal (GIST) avanzados que no se pueden extirpar quirlrgicamente y ya no responden a
otros tratamientos aprobados por la FDA para esta enfermedad. Regorafenib también ha mostrado resultados
positivos en términos de tiempo hasta la progresién (TTP) y supervivencia general (OS) en un ensayo clinico
de fase Il como farmaco de segunda linea para pacientes con cancer de higado que progresan después del
tratamiento con sorafenib.

La troxacitabina, (beta-L-dioxolano citidina) es un analogo de la desoxicitidina citotéxica con una configuracion
L poco natural que ha demostrado una amplia actividad contra ambas neoplasias, sélida y hematopoyética, in
vitro e in vivo. En particular, la impresionante actividad se ha observado frente a estirpes celulares de cancer
en seres humanos y xenoinjertos de origen hepatocelular, prostatico y renal (Cancer Res., 55, 3008-3011,
1995). La troxacitabina ha demostrado dar lugar a una mutacién de la cinasa desoxicitidina cinasa (dCK) que
normalmente es responsable del primer paso de fosforilacién del nucleésido, que conduce a ninguin nivel o a
niveles muy bajos de monofosfato de troxacitabina, lo que conduce a resistencia.

La troxacitabina entré en ensayos clinicos de fase Ill en 2008 en la indicacién de leucemia mielégena aguda,
pero no se procedié a registro. Los ensayos interrumpidos en la fase Il con troxacitabina incluyen cancer de
mama, cancer colorrectal, cancer de pancreas, melanoma, NSCLC, tumores renal, de prostata y de ovario. La
troxacitabina era administrada generalmente como una perfusiéon intravenosa, exponiendo de este modo
muchos tejidos al farmaco, con independencia del sitio del cancer. Se cree que se ha abandonado el desarrollo
clinico de troxacitabina.

En W0O2005009961: un compuesto de Férmula (I): (1) sales de este, profarmacos de este, metabolitos de este,
composiciones farmacéuticas que contienen dicho compuesto y uso de dicho compuesto y composiciones para
tratar enfermedades mediadas por raf, VEGFR, PDGFR, p38 y flt-3.

En WO02016030335 se proporcionan compuestos de férmula (1), en donde: R' es OR", 0 NR®R%; R?es Ho F;
R® es H, alquilo C1-Cs, OH, C(=O)R?, O(C=0)R® u O(C=0)OR?; R5 es H 0 alquilo C1-Cs; R® es alquilo C1-Cs 0
cicloalquilo C3-C7; R'3 es H, fenilo, piridilo, bencilo, indolilo o naftilo en donde el fenilo, piridilo, bencilo, indolilo
y naftilo estd opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3 R??;, y las demas variables son las definidas en las
reivindicaciones, que son de uso en el tratamiento del cancer y aspectos relacionados.

Llovet J. M. et al, N Engl/ J Med 2008; 359:378-390, DOI: 10.1056/NEJM0a0708857 se relaciona con sorafenib
en carcinoma hepatocelular avanzado.

Carlson R. H. , Oncology Times 38(16)p 27, 25 de agosto de 2016, DOl
10.1097/01.COT.0000494623.19371.ce se relaciona con regorafenib para el cancer de higado irresecable.

Sumario de la invencién

La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que ciertas combinaciones de sorafenib y
profarmacos de fosforamidato especificos de troxacitabina son particularmente eficaces para inhibir y prevenir
la proliferacién de células de cancer de higado. Este descubrimiento puede describirse como una sinergia, o
un efecto mayor que aditivo, que es especifico del sorafenib y estos profarmacos de fosforamidato de
troxacitabina, dentro del &rea del cancer de higado (por ejemplo, CHC). Nuestra hipdtesis es que esta
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interaccion beneficiosa podria incluso extenderse al tratamiento de metastasis de higado.

Cualquier referencia en la descripciéon a un método de tratamiento corporal de un ser humano (o animal) por
terapia (o para diagnéstico) para usar en un tratamiento, a una terapia se debe entender que se refiere a los
compuestos, las composiciones farmacéuticas o las combinaciones de la presente invencién para su uso en
dicho método.

Sin querer limitarnos a la teoria, planteamos ademas la hipétesis de que la actividad antioncogénica
inesperadamente profunda de la combinacién de sorafenib y los profarmacos de fosforamidato especificos de
troxacitabina, podria mejorarse aln mas porque la hipoxia local en los tejidos hepéticos generada por sorafenib
mejoraria la activacion metabdlica del profarmaco de troxacitabina a su trifosfato citotdxico.

Un aspecto adicional de la invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que ciertas
combinaciones de regorafenib y profarmacos de fosforamidato especificos de troxacitabina son particularmente
eficaces para inhibir y prevenir la proliferacion de células de cancer de higado. Este descubrimiento puede
describirse como una sinergia, o un efecto mayor que aditivo, que es especifico del regorafenib y estos
profarmacos de fosforamidato de troxacitabina, dentro del area del cancer de higado (por ejemplo, CHC).
Nuestra hipétesis es que esta interaccién beneficiosa podria incluso extenderse al tratamiento de metéstasis
de higado.

Sin querer limitarnos a la teoria, planteamos ademas la hipétesis de que la actividad antioncogénica
inesperadamente profunda de la combinacién de regorafenib y los profarmacos de fosforamidato especificos
de troxacitabina, podria mejorarse aln mas porque la hipoxia local en los tejidos hepaticos generada por
regorafenib mejoraria la activacién metabélica del profarmaco de troxacitabina a su trifosfato citotdxico.

Por consiguiente, la invencién proporciona composiciones para su uso en el tratamiento del cancer de higado
y las metéstasis de higado, mediante las cuales sorafenib y un profadrmaco de fosforamidato de troxacitabina,
como se define en este documento, se administran en combinacién a individuos humanos o mamiferos.

Adicionalmente, la invencidn proporciona composiciones para su uso en el tratamiento del cdncer de higado y
las metéstasis de higado, mediante las cuales regorafenib y un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina,
como se define en este documento, se administran en combinacién a individuos humanos o0 mamiferos.

Sorafenib

La invencién, en varios aspectos y realizaciones, incluye el uso de sorafenib (es decir, tosilato de sorafenib,
asi como otras formas, sales y ésteres farmacéuticamente aceptables de sorafenib). Sorafenib esté disponible
comercialmente como NEXAVAR®, que es la sal tosilato de sorafenib. El tosilato de sorafenib tiene el nombre
quimico  4-metilbencenosulfonato de  4-(4-{3-[4-cloro-3(trifluorometil)fenillureido}fenoxi)N-metilpiridin-2-
carboxamida y su formula estructural es:

HOl B

Dl g

El tosilato de sorafenib es un sélido de color de blanco a amarillento o marrén con una férmula molecular de
C21H16CIF3N4O3 x C7HsO3S y un peso molecular de 637.0 g/mol. El tosilato de sorafenib es practicamente
insoluble en medios acuosos, ligeramente soluble en etanol y soluble en PEG 400. Sorafenib también se
describe en las Patentes estadounidenses nimeros 7,235,576, 7,897,623 y 8,124,630.

La dosis y la administracién de sorafenib esta aprobada para 400 mg (2 comprimidos) por via oral dos veces
al dia sin alimentos. Sin embargo, puede ser necesario interrumpir el tratamiento y/o reducir la dosis para
controlar las reacciones adversas sospechadas al farmaco. En tales casos, la dosis puede reducirse a 400 mg
una vez al dia 0 a 400 mg cada dos dias (ver, por ejemplo, la etiqueta de la FDA para los comprimidos orales
de NEXAVAR®, aprobacién inicial en EE. UU.: 2005). Una persona con conocimientos medios comprendera
que la dosis y la administracion de sorafenib pueden seguir pautas médicamente aprobadas, asi como
desviaciones o alteraciones médicamente aceptadas de dichas pautas. Se proporcionan méas descripciones y
detalles sobre la dosificacién y la administracion de sorafenib en la seccién Quimioterapia combinada a
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continuacion.

La presente invencién incluye también compuestos en donde uno o mas de los 4&tomos se sustituye por un
isétopo de ese atomo, es decir, un atomo que tiene el mismo nimero atémico, pero una masa atémica diferente
de la de los que se encuentran tipicamente en la naturaleza. Ejemplos de is6topos que pueden incorporarse
en los compuestos de las invencion, incluyen, entre otros, isétopos de hidrégeno, tales como 2H y °H (también
denominado D para deuterio y T para tritio, respectivamente), carbono, tales como ''C, '3C y '#C, nitrégeno,
tales como '8N y SN, oxigeno, tales como %0, 7O y 180, fésforo, tales como 3'P y 32P, flGor, tal como 3F,
cloro, tal como 3Cl, y bromo, tal como 7Br, 7°Br, 7/Br y 82Br. Los compuestos marcados isotopicamente
incluyen, por ejemplo, aquellos en donde estan presentes isdtopos radiactivos, tales como 3H y “C, o aquellos
en donde estan presentes isétopos no radiactivos, tales como 2H 'y 3C.

La eleccidon del isétopo incluido en un compuesto que contiene isétopos dependera de la aplicacién especifica
de ese compuesto. Por ejemplo, para ensayos de distribucién tisular de farmacos o substratos, o en estudios
metabdlicos generalmente seran los mas Utiles los compuestos en donde se incorpora un isétopo radiactivo tal
como °H o 'C. Para aplicaciones con radio-imagenes, por ejemplo, tomografia por emisién de positrones
(PET), sera util un isétopo emisor de positrones tal como ''C, 8F, 13N u '8Q. La incorporacién de un is6topo
mas pesado, tal como deuterio, es decir, 2H, puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas que resultan de
una mayor estabilidad metabélica a un compuesto de la invencién, que puede resultar en, por ejemplo, un
aumento de la vida media in vivo del compuesto o requisitos de dosificacién reducida o una mejora del indice
terapéutico.

Compuestos marcados por isétopos de la férmula | o cualquier subgrupo de férmula | se pueden preparar
generalmente por técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica o por procedimientos
analogos a los descritos en los Esquemas y/o Ejemplos en este documento usando el agente reaccionante o
el material de partida apropiado marcado por is6étopos en lugar del agente reaccionante o el material de partida
correspondiente no marcado por isétopos.

En una realizacién, la invencién incluye omega difenilurea deuterada o sales de esta, y mas particularmente a
donafenib, 4-(4-(3-(4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)ureido)fenoxi)-N-1',1',1'-trideuterometilpicolinamida o sales de
esta, es decir, un compuesto que tiene la férmula estructural:

O
C;\\(f‘l\\}; o) /@/D l N M N,«CD3
H ! H
F X : N

Donafenib y su sintesis se explican extensamente, por ejemplo, en W0O2011/113367 y WO2014/012480.
Regorafenib

La invencion, en varios aspectos y realizaciones, incluye el uso de regorafenib (es decir, regorafenib
monohidrato, asi como otras formas, sales y ésteres farmacéuticamente aceptables de regorafenib).
Regorafenib esta disponible comercialmente como STIVARGA®, que es el monohidrato de regorafenib. El
monohidrato de regorafenib tiene como nombre quimico 4-[4-({[4-cloro-3-(trifluorometil)fenillcarbamoil}amino)-
3-fluorofenoxi]-N-metilpiridin-2-carboxamida monohidrato y su férmula estructural es:

El monohidrato de regorafenib es un sélido con una férmula molecular de C21H1sCIFsN4O3 x H20 y un peso
molecular de 500.83 g/mol. El monohidrato de regorafenib es practicamente insoluble en medios acuosos,
ligeramente soluble en acetonitrilo, metanol, etanol y acetato de etilo y escasamente soluble en acetona.
Regorafenib también se describe en, entre otros, W02004/113274, W0O2005/000284 y WO2005009961.

Profarmacos de fosforamidato de troxacitabina segun lo reivindicado

La invencion reivindica un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la férmula:
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no Nz
o 0 Qﬁ(\‘j\
- ST TP / Z
Y Y § -0, 0 N
o e v\
O...
7N
X
en donde

a) X es H, Y es 2-propilpentiloy Z es H;

b) X es H, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H;

c) X es Br, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H;

d) X esH, Y es (R)sec-butiloy Zes H;

e)XesH, Y es 2-¢etilbutiloy Z es H;

f) X es ciclopropilo, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H; o
g) X es t-butilo, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H;

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en combinacién con un agente terapéutico dirigido
que se selecciona entre sorafenib y regorafenib, en el tratamiento del cancer o metastasis de higado.

En ciertas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina tiene la estereoquimica:

NH-
oo o™
It
Y"O‘\Er”\rdn-g’—o—,,,_ o, N2
6 "
7R

>

donde X, Y y Z son como se definieron anteriormente.

En ciertas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina tiene la estereoquimica:

Nt

donde X, Y y Z son como se definieron anteriormente.

En ciertas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se selecciona de los compuestos que
se muestran a continuacién:

o~ i NH, ) NH,
O A GI{N\Q)/ /3\/0 eh O#Nj
P w/\N“sLouf, o N NTNP G, o N
o &Y o Mo Y
; o/ 0
7N 7N
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5
En una realizacién tipica, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se selecciona de los compuestos
que se muestran a continuacion:
MH, NH-
AN . o N F - - Nome? 7
o . UQ{} /\)\/O R Oi/ \\’
PN N \ﬂf/\ﬁh-p“:wom,” o, N~ YAH'P"QM% o \_‘N\/
5oHe (Y 6 "o f
O‘
10

NH,

La metodologia de sintesis para el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se describe y ejemplifica
15 ampliamente en PCT/EP2015/069370.

Céncer de higado
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La invencién, en varios aspectos y realizaciones, es aplicable al uso definido anteriormente de un profarmaco
de fosforamidita de troxacitabina en el tratamiento del cancer de higado en un sujeto, que puede ser un primate,
tal como un ser humano. El sujeto puede ser un mamifero, como, por ejemplo, cualquier mamifero que no sea
un ratén. El sujeto puede ser un ser humano adulto (es decir, mayor de 18 afios) o un ser humano juvenil (es
decir, menor de 18 afios).

En diversas realizaciones, el céncer de higado (por ejemplo, CHC) no es resistente al sorafenib.
Alternativamente, el cancer de higado (por ejemplo, CHC) puede tener resistencia primaria o secundaria al
sorafenib. El sujeto puede responder al sorafenib en ausencia del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina. El sujeto puede no responder al sorafenib en ausencia del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina. En algunas realizaciones, el sujeto se ha sometido a un tratamiento previo con sorafenib que
duré al menos 2, 4, 6, 8, 10 meses 0 mas. En otras realizaciones, los sujetos son pacientes que han
experimentado uno o més efectos secundarios adversos significativos al sorafenib y, por lo tanto, requieren
una reduccién de la dosis.

En diversas realizaciones, el cancer de higado (por ejemplo, CHC) no es resistente al regorafenib.
Alternativamente, el cancer de higado (por ejemplo, CHC) puede tener resistencia primaria o secundaria al
regorafenib. El sujeto puede responder al regorafenib en ausencia del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina. El sujeto puede no responder al regorafenib en ausencia del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina. En algunas realizaciones, el sujeto se ha sometido a un tratamiento previo con regorafenib que
duré al menos 2, 4, 6, 8, 10 meses o mas. En otras realizaciones, los sujetos son pacientes que han
experimentado uno o més efectos secundarios adversos significativos al regorafenib y, por lo tanto, requieren
una reduccién de la dosis.

En diversas realizaciones, el cancer de higado (por ejemplo, CHC) esta en etapa intermedia, avanzada o
terminal. El cancer de higado (por ejemplo, CHC) puede ser metastasico o no metastasico. El cancer de higado
(por ejemplo, CHC) puede ser resecable o irresecable. El cancer de higado (p. ej., CHC) puede comprender
un solo tumor, multiples tumores o un tumor mal definido con un patrén de crecimiento infiltrativo (en las venas
porta o las venas hepaticas). El cancer de higado (p. ej., CHC) puede comprender un patrén fibrolamelar,
pseudoglandular (adenoide), pleombérfico (células gigantes) o de células claras. El cancer de higado (por
ejemplo, CHC) puede comprender una forma bien diferenciada y las células tumorales se parecen a los
hepatocitos, forman trabéculas, cordones y nidos y/o contienen pigmento biliar en el citoplasma. El cancer de
higado (p. ej., CHC) puede comprender una forma pobremente diferenciada y las células epiteliales malignas
son discohesivas, pleomérficas, anaplasicas y/o gigantes. En algunas realizaciones, el cancer de higado (por
ejemplo, CHC) esta asociado con hepatitis B, hepatitis C, cirrosis o diabetes tipo 2.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene un estado funcional del Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) <2.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene un funcionamiento aceptable del higado
definido como (i) bilirrubina total <1.5 veces el limite superior de lo normal (LSN); para pacientes con carcinoma
hepatocelular Unicamente, bilirrubina total <3 mg/dl (es decir, la puntuacién de Child-Pugh para la bilirrubina
no es mayor que 2); (i) aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina
(ALP) < 5 x LSN; o (iii) funcionamiento renal aceptable: creatinina sérica <1.5 veces el LSN, o aclaramiento de
creatinina calculado >60 ml/min/1.73 m? para pacientes con niveles de creatinina superiores a 1.5 veces el
normal institucional.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene un estado hematolégico aceptable definido
como (i) recuento absoluto de neutréfilos (RAN) >1500 células/mm?; (ii) recuento de plaquetas >100 000
pitsf/mm® (sin transfusién); >75 000 pits/mm? solo para pacientes con carcinoma hepatocelular;, o (iii)
hemoglobina >9 g/dI.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene un tiempo de protrombina (TP) o relacién
internacional normalizada (INR, por sus siglas en inglés) < 1.25 x LSN; INR < 1.7 o tiempo de protrombina (TP)
0 <4 segundos por encima del LSN (es decir, la puntuacidén de Child-Pugh no es mayor que 1 para el pardmetro
de coagulacién); o albumina sérica >2.8 g/dl (es decir, la puntuaciéon de Child-Pugh para la albimina no es
mayor que 2).

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene una enfermedad de protrombina Child-Pugh
Clase A (puntuacién 5-6). La puntuacion para encefalopatia hepatica debe ser 1; la puntuacién para ascitis no
debe ser mayor que 2 y ser clinicamente irrelevante; para la determinacién de la clase Child-Pugh.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no tiene una enfermedad cardiaca de clase Ill o IV
de la New York Heart Association (NYHA), infarto de miocardio en los Ultimos 6 meses, arritmia inestable y/o
sintomatica, o evidencia de isquemia en el ECG.
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En algunas realizaciones, el sujeto no tiene infecciones bacterianas, viricas o fungicas activas y no controladas
que requieran terapia sistémica.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no es una mujer embarazada o lactante.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no tiene una infeccién conocida con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no tiene una enfermedad no maligna grave (por
ejemplo, hidronefrosis, insuficiencia del higado u otras afecciones) que podria comprometer la terapia.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no tiene antecedentes recientes de hemorragia y
pacientes predispuestos a sufrir hemorragia debido a coagulopatias o anomalias estructurales.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no requiere tratamiento con dosis terapéuticas de
anticoagulantes de tipo cumarina.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que no tiene una cirrosis clasificada como Child-Pugh B
oC.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano en donde el sujeto tiene una alfa-fetoproteina (AFP) >10
ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 300 ng/ml, 400 ng/ml o 500 ng/ml.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano, en donde el sujeto tiene un nivel elevado (>10 %) de
AFP-L3.

En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano que tiene una protrombina des-gamma-carboxi (anormal)
(DCP) >5 ng/ml; 7.5 ng/ml; 10 ng/ml; 25 ng/ml; 50 ng/ml; 75 ng/ml o 100 ng/ml.

En algunas realizaciones, el sujeto es un humano que tiene una concentracién anormal de un receptor de factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) (erbB-1), c-erb-2 (Her-2/neu), c-erb-3 (HER-3), c-erb-4 (HER-4), o0 una
combinacién de estos. En algunas realizaciones, el sujeto es un humano que tiene una concentracién anormal
de alfa-fetoproteina (AFP); glipicano-3 (GPC3); des-gamma-carboxi (anormal) protrombina (DCP), gamma-
glutamil transferasa sérica (GGT); alfa-I-fucosidasa (AFU); carbonil reductasa humana 2; fosfoproteina de Golgi
2 (GOLPH2); factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta); factor de crecimiento especifico de tumores
(TSGF); factor de crecimiento de hepatocitos / factor de dispersién (HGF/SF); factor de crecimiento basico de
fibroblastos; ARNm de alfa-fetoproteina (ARNm de AFP); ARNm de gamma-glutamil transferasa (ARNm de
GGT); ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina Il (IGF-I1); ARNm de albdmina; DK 1; proteina de
Golgi 73 (GP73); proteina inducida por ausencia de vitamina K o antagonista Il (PIVKA-II); miR-122, miR-192,
miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a y miR-801, o una combinacién de estos.

En diversas realizaciones, cualquiera de los aspectos y las realizaciones se pueden combinar con uno 0 mas
de los rasgos siguientes. Por ejemplo: En algunas realizaciones, el cancer de higado es cancer de higado
primario.

En algunas realizaciones, el cancer de higado es carcinoma hepatocelular (CHC).
En algunas realizaciones, el cancer de higado es colangiocarcinoma intrahepatico.

En algunas realizaciones, la metastasis del higado se deriva del cancer colorrectal, pero también del cancer
de mama, cancer de eséfago, cancer de pulmén, melanoma, cancer de pancreas y cancer de estbmago.

Quimioterapia combinada

Como se usa en este documento, el término «administracién en combinaciéon» no se limita a la situacion en la
que tanto el profarmaco sorafenib como el fosforamidato de troxacitabina o el profarmaco regorafenib y
fosforamidato de troxacitabina se coadministran al ser humano o mamifero en una unidad de dosificacién
comun tal como un comprimido o una suspensidn oral, aunque dichas unidades de dosificacion comunes
pueden tener ventajas en términos de conveniencia de la dosificacién, cumplimiento del paciente y precisién
de la dosis.

Mas tipicamente, el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina o el regorafenib y el profarmaco
de fosforamidato de troxacitabina en unidades de dosificacién respectivas, lo que permite al médico prescriptor
una mayor libertad de calibracién de la dosis. En el caso de sorafenib, los productos disponibles
comercialmente actualmente incluyen comprimidos recubiertos con pelicula de Nexavar® 200 mg. En el caso
de regorafenib, los productos disponibles comercialmente actualmente incluyen comprimidos recubiertos con
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pelicula de Stivarga® 40 mg.

La cantidad y/o el cronograma de dosificaciéon de sorafenib pueden seguir pautas clinicamente aprobadas o
experimentales. En diversas realizaciones, la dosis de sorafenib es de 800 mg/dia, 600 mg/dia, 400 mg/dia o
200 mg/dia. Una dosis de 200 mg/dia puede administrarse como una dosis de 400 mg cada dos dias. A los
individuos con bajo peso corporal, como los jévenes y los ancianos, generalmente se les administraran
comprimidos parciales.

La cantidad y/o el cronograma de dosificacion de regorafenib pueden seguir pautas clinicamente aprobadas o
experimentales. En diversas realizaciones, la dosis de regorafenib es de 640 mg/dia, 480 mg/dia, 320 mg/dia
0 160 mg/dia. Una dosis de 160 mg/dia puede administrarse como una dosis de 320 mg cada dos dias. A los
individuos con bajo peso corporal, como los jévenes y los ancianos, generalmente se les administraran
comprimidos parciales.

El profarmaco de fosforamidato de troxacitabina generalmente se administrara por via oral, lo mas tipicamente
como uno o varios comprimidos o capsulas, conteniendo cada uno entre 10 mg y 600 mg del ingrediente
farmacéutico activo. Los comprimidos o cépsulas representativos pueden contener entre 25 mg y 500 mg, o
entre 50 mg y 450 mg, o entre 100 mg y 400 mg, como, por ejemplo, entre 150 mg y 400 mg, entre 200 mg y
500 mg o entre 250 mg y 500 mg.

En diversas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administra al sujeto en 1, 2, 3,
4,5, 6 o 7 dosis diarias durante una sola semana (7 dias). El profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se
puede administrar al sujeto en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o0 14 dosis diarias durante 14 dias. El
profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se puede administrar al sujetoen 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 21 dosis diarias durante 21 dias. El profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina se puede administrar al sujetoen 1,2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27 o 28 dosis diarias durante 28 dias.

En diversas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administra durante 2 semanas
(total 14 dias); 1 semana con 1 semana de descanso (total 14 dias); 3 semanas consecutivas (total 21 dias); 2
semanas con 1 semana de descanso (total 21 dias); 1 semana con 2 semanas de descanso (total 21 dias); 4
semanas consecutivas (total 28 dias); 3 semanas consecutivas con 1 semana de descanso (total 28 dias); 2
semanas con 2 semanas de descanso (total 28 dias); 1 semana con 3 semanas consecutivas de descanso
(total 28 dias).

En diversas realizaciones, el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administra el dia 1 de un ciclo
de 7, 14, 21 o 28 dias; se administra los dias 1 y 15 de un ciclo de 21 o 28 dias; se administra los dias 1, 8 y
15 de un ciclo de 21 o0 28 dias; o se administra los dias 1, 2, 8 y 15 de un ciclo de 21 o0 28 dias. El profarmaco
de fosforamidato de troxacitabina se puede administrar una vez cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas.

El profarmaco sorafenib y fosforamidato de troxacitabina se pueden administrar sustancialmente de manera
simultdnea, como una unidad de dosificacibn comin o una unidad de dosificacién respectiva, o la
administracién en combinacidén puede ser escalonada o alternada, es decir, con ciclos separados de sorafenib
y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. Por ejemplo, ciclos seriados de una semana de duracién de
sorafenib diario pueden intercalarse con ciclos de uno, dos, tres, cinco o siete dias de profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina diario.

Como alternativa, se puede iniciar una dosis de carga de un agente, por ejemplo, el componente sorafenib, por
ejemplo, para generar hipoxia local en el higado, seguida del inicio de una codosificacién con el profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina.

Puede ser conveniente monitorear la administracién de combinacién escalonada con referencia a una relacién
molar o en miligramos objetivo entre sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. En diversas
realizaciones, la relaciéon (por ejemplo, relacién molar de sorafenib a profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina) esta entre 20:1 y 1:20, tal como 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5 0 1:10.

La relacién molar de sorafenib a profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se puede medir durante
diferentes periodos. Por ejemplo, la relacién molar puede ser la cantidad de sorafenib a profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina administrada al sujeto en un solo dia, una sola semana, 14 dias, 21 dias 0 28
dias.

Segun ciertas realizaciones, el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran cada
uno diariamente (como cada dia, dos veces al dia o tres veces al dia) en el mismo dia.

En dicha realizacion, el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina pueden administrarse
conjuntamente en una unidad de dosificacién comun administrada por via oral, como una capsula, una capsula
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de gelatina blanda o un comprimido.

En otras realizaciones, el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran como
unidades de dosificacién administradas por via oral separadas.

En una realizacién representativa del parrafo inmediatamente anterior, la(s) unidad(es) de dosificaciéon de
sorafenib y la(s) unidad(es) de dosificacién del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran
con una diferencia de al menos 6 horas en un dia determinado, preferiblemente con una diferencia de al menos
8 horas y tipicamente con una diferencia de alrededor de 12 horas, para la comodidad del paciente.

En ciertas realizaciones, el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran
alternativamente en ciclos de tratamiento de monoterapia de 1 a 28 dias, opcionalmente intercalados con
periodos sin tratamiento de 1 a 28 dias.

Como se usa en este documento, «monoterapia» del sorafenib o del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina significa que el sorafenib no se administra durante un ciclo del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina y viceversa. La monoterapia no excluye la administracién conjunta de otros agentes terapéuticos
(incluidos otros agentes antineoplasicos o paliativos, todo ello segln lo prescriba el médico responsable).

El regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se pueden administrar sustancialmente de
manera simultdnea, como una unidad de dosificacién comuin o una unidad de dosificaciéon respectiva, o la
administracién en combinacidén puede ser escalonada o alternada, es decir, con ciclos separados de sorafenib
y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. Por ejemplo, ciclos seriados de una semana de duracién de
regorafenib diario pueden intercalarse con ciclos de uno, dos, tres, cinco o siete dias de profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina diario.

Como alternativa, se puede iniciar una dosis de carga de un agente, por ejemplo, el componente regorafenib,
por ejemplo, para generar hipoxia local en el higado, seguida del inicio de una codosificacién con el profarmaco
de fosforamidato de troxacitabina.

Puede ser conveniente monitorear la administracién de combinacién escalonada con referencia a una relacién
molar o en miligramos objetivo entre regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. En diversas
realizaciones, la relacién (por ejemplo, relacién molar de regorafenib a profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina) esta entre 20:1 y 1:20, tal como 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5 0 1:10.

La relacion molar de regorafenib a profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se puede medir durante
diferentes periodos. Por ejemplo, la relacion molar puede ser la cantidad de regorafenib a profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina administrada al sujeto en un solo dia, una sola semana, 14 dias, 21 dias 0 28
dias.

Segun ciertas realizaciones, el regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran
cada uno diariamente (como cada dia, dos veces al dia o tres veces al dia) en el mismo dia.

En dicha realizacién, el regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina pueden administrarse
conjuntamente en una unidad de dosificacién comun administrada por via oral, como una capsula, una capsula
de gelatina blanda o un comprimido.

En otras realizaciones, el regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran como
unidades de dosificacién administradas por via oral separadas.

En una realizacién representativa del parrafo inmediatamente anterior, la(s) unidad(es) de dosificaciéon de
regorafenib y la(s) unidad(es) de dosificacidén del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran
con una diferencia de al menos 6 horas en un dia determinado, preferiblemente con una diferencia de al menos
8 horas y tipicamente con una diferencia de alrededor de 12 horas, para la comodidad del paciente.

En ciertas realizaciones, el regorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran
alternativamente en ciclos de tratamiento de monoterapia de 1 a 28 dias, opcionalmente intercalados con
periodos sin tratamiento de 1 a 28 dias.

Como se usa en este documento, «monoterapia» del regorafenib o del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina significa que el regorafenib no se administra durante un ciclo del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina y viceversa. La monoterapia no excluye la administracién conjunta de otros agentes terapéuticos
(incluidos otros agentes antineoplasicos o paliativos, todo ello segln lo prescriba el médico responsable).

Tal como se usa en este documento para describir intervalos, por ejemplo, de relaciones, dosis, tiempos y
similares, el término «aproximadamente» abarca variaciones que estan dentro del margen de error relevante,
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esencialmente iguales (por ejemplo, dentro de un intervalo de confianza aceptado en la técnica, tal como el
95 % para fendmenos que siguen una distribucién normal o gaussiana), o que de otro modo no cambian
materialmente el efecto de lo que se esta cuantificando.

Un médico puede prescribir un ciclo de terapia con sorafenib y profarmaco de fosforamidato de troxacitabina o
con regorafenib y profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. El profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina (y, por tanto, la terapia combinada) se puede administrar durante 1, 2, 3,4, 5,6,7,8, 9,10, 110
12 ciclos.

Se puede continuar un ciclo de terapia con sorafenib y profarmaco de fosforamidato de troxacitabina o con
regorafenib y profarmaco de fosforamidato de troxacitabina hasta que se alcance un punto final clinico. En
algunas realizaciones, la terapia continlia hasta que se produce la progresién de la enfermedad o una toxicidad
inaceptable. En algunas realizaciones, la terapia continla hasta lograr una tasa de respuesta patoldgica
completa (pCR) definida como la ausencia de cancer de higado (por ejemplo, CHC). En algunas realizaciones,
la terapia continlia hasta la remisién parcial o completa del cdncer de higado. La administracién del profarmaco
de fosforamidato de troxacitabina y regorafenib a una pluralidad de sujetos con CHC aumenta la supervivencia
general (SG), la supervivencia sin progresiéon (SSP), la supervivencia sin enfermedad (SSE), la tasa de
respuesta (TR), la calidad de vida (CdV) o una combinacion de estas.

En diversas realizaciones, el tratamiento reduce el tamafio y/o el nimero de los tumores de cancer de higado.
El tratamiento puede evitar que los tumores de cancer de higado aumenten en tamafio y/o nimero. El
tratamiento puede evitar que los tumores de cancer de higado hagan metastasis.

En los métodos de la invencién, la administracién no esta limitada a ningun sistema de administracién en
particular y puede incluir, sin limitacién, administracién parenteral (incluyendo inyeccién subcutanea,
intravenosa, intramedular, intraarticular, intramuscular o intraperitoneal), rectal, tdpica, transdérmica o
preferiblemente oral (por ejemplo, en cépsulas, suspensiones o comprimidos).

La administracién a un individuo puede ocurrir en una dosis Unica o en administraciones repetidas, y en
cualquiera de una variedad de formas de sal fisiolégicamente aceptables, y/o con un vehiculo farmacéutico
aceptable y/o aditivo como parte de una composicién farmacéutica.

Las formas de sal fisiolégicamente aceptables y las técnicas de formulacién farmacéutica estandar, las dosis y
los excipientes son bien conocidos por las personas expertas en la materia (véase, por ejemplo, Physicians'
Desk Reference (PDR®) 2005, 59.2 ed., Medical Economics Company, 2004; y Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, eds. Gennado et al. 21.2 ed., Lippincott, Williams & Wilkins, 2005).

Adicionalmente, las dosis efectivas logradas en un animal pueden extrapolarse para su uso en otro animal,
incluidos los seres humanos, usando factores de conversién conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Freireich et al., Cancer Chemother Reports 50(4):219-244 (1966) y la tabla a continuacién para factores de
dosis de superficie equivalente).

Factores de dosificacién de superficie equivalente

De: Ratdn Rata Mono Perro Ser humano
A (20 g) (150 @) (3.5kg) (8 kg) (60 kg)
Ratén 1 0.5 0.25 0.17 0.08
Rata 2 1 0.5 0.25 0.14
Mono 4 2 1 0.6 0.33
Perro 6 4 1.7 1 0.5
Ser humano 12 7 3 2 1

Las terapias combinadas no estén limitadas especificamente a ninglin curso o régimen particular y pueden
emplearse por separado o junto con otras modalidades terapéuticas (por ejemplo, quimioterapia o radioterapia).

Una terapia combinada puede incluir terapias adicionales (por ejemplo, farmacéuticas, de radiacién y similares)
mas alla del sorafenib y profarmaco de fosforamidato de troxacitabina o el regorafenib y profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina. De manera similar, la presente invencidén se puede usar como terapia adyuvante
(por ejemplo, cuando se combina con cirugia). En diversas realizaciones, el sujeto también se trata mediante
reseccion quirdrgica, inyeccion percutdnea de etanol o 4cido acético, quimioembolizacién transarterial, ablacién
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por radiofrecuencia, ablacién laser, crioablacién, radioterapia estereotactica con radiacién de haz externo
enfocado, radioterapia interna selectiva, administracién intraarterial de yodo-131-lipiodol y/o ultrasonido
enfocado de alta intensidad.

La combinacién del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina y sorafenib se puede usar como terapia
adyuvante, neoadyuvante, concomitante, concurrente o paliativa. La combinacion del profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina y sorafenib se puede usar como terapia de primera linea, terapia de segunda
linea o terapia cruzada.

La combinacién del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina y regorafenib se puede usar como terapia
adyuvante, neoadyuvante, concomitante, concurrente o paliativa. La combinacion del profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina y regorafenib se puede usar como terapia de primera linea, terapia de segunda
linea o terapia cruzada.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz de sorafenib se reduce a través de la combinacién
con el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. Por ejemplo, la dosis semanal o mensual de sorafenib
puede reducirse al menos en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o méas con respecto
a la dosis maxima recomendada o la dosis maxima tolerada. En otras realizaciones, sorafenib se administra a
una dosis efectiva que es al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o més inferior a la dosis necesaria para
ser efectiva en ausencia de la administracién de profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. En algunas
realizaciones, la Clso de sorafenib se reduce al menos 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o 100 veces con respecto a la
Clso en ausencia del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz de regorafenib se reduce a través de la combinacién
con el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. Por ejemplo, la dosis semanal o mensual de regorafenib
puede reducirse al menos en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o méas con respecto
a la dosis méxima recomendada o la dosis maxima tolerada. En otras realizaciones, regorafenib se administra
a una dosis efectiva que es al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas inferior a la dosis necesaria para
ser efectiva en ausencia de la administracién de profarmaco de fosforamidato de troxacitabina. En algunas
realizaciones, la Clso de regorafenib se reduce al menos 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o 100 veces con respecto a la
Clso en ausencia del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina.

Se proporcionan descripciones y realizaciones adicionales de terapias combinadas en la seccién de Ejemplos
a continuacién.

Descripcidn detallada de las realizaciones representativas

Las realizaciones ilustrativas de la invencién se describiran en los siguientes ejemplos, con referencia a los
dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1A representa una matriz de concentracién/actividad del farmaco de la combinacién de sorafenib y
el estereoisémero de fésforo Unico del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina denominado 2-(((((2S,4S)-
4-(4-amino-2-oxopirimidin-1(2H)-il)-1, 3-dioxolan-2-il)metoxi)-(fenoxi)fosforil)Jamino)propanoato  de  (2S)-2-
propilpentilo.

La Figura 1B representa el grafico de sinergia 3D derivado de los datos de la Figura 1A.

La Figura 2A representa una matriz de concentracién/actividad del farmaco de la combinacién de sorafenib y
el estereoisémero de fésforo Unico del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina denominado 2-(((((2S,4S)-
4-(4-amino-2-oxopirimidin-1(2H)-il)-1, 3-dioxolan-2-il)metoxi)-(fenoxi)fosforil)Jamino)propanoato  de  (2S)-2-
propilpentilo.

La Figura 2B representa el grafico de sinergia i3D derivado de los datos de la Figura 2A.

La Figura 3A representa una matriz de concentracién/actividad del farmaco de la combinacién de sorafenib y
el estereoisémero de fésforo Unico del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina denominado 2-(((((2S,4S)-
4-(4-amino-2-oxopirimidin-1(2H)-il)-1, 3-dioxolan-2-il)metoxi)-(4-bromofenoxi)fosforil)amino)propanoato de
(28)-(S)-pentan-2-ilo.

La Figura 3B representa el grafico de sinergia i3D derivado de los datos de la Figura 3A.
La Figura 4A representa una matriz de concentracién/actividad del farmaco de la combinacién de sorafenib y
el estereoisémero de fésforo Unico del profarmaco de fosforamidato de troxacitabina denominado 2-(((((2S,4S)-

4-(4-amino-2-oxopirimidin-1(2H)-il)-1, 3-dioxolan-2-il)metoxi)-(fenoxi)fosforil)Jamino)-3-metilbutanoato de (2S)-
(R)-sec-butilo.
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La Figura 4B representa el grafico de sinergia i3D derivado de los datos de la Figura 4A.

Los Ejemplos no limitan de ninguna manera la invencion.

Procedimiento general para la evaluacién combinatoria en cultivos celulares

Subcultivo:

Para el analisis de la estirpe celular de carcinoma hepatocelular humano se usé Hep3B, de DSMZ (ACC 93).
Las células Hep3B se cultivaron como células epiteliales en monocapas en MEM al 90 % (con sales de Earle)
+10 % h. i. FBS + 2 mM de L-glutamina + 50 u/ml de penicilina / 0.05 mg/ml de estreptomicina como medio de
cultivo. Los cultivos confluentes se dividieron 1:4 a 1:10 cada 3-5 dias usando tripsina/EDTA y se volvieron a
sembrar a (0.5-1) x 10° células/80 cm?.

Materiales:

Se usbd medio celular completo sin rojo fenol:

DMEM sin rojo fenol

10 % de FCS

50 u/ml de penicilina / 0.05 mg/ml de estreptomicina

Tripsina-EDTA PAA cat. n.° L11-004 de Fisher Scientific

Placa de ensayo de células para células adherentes, 96 pocillos, n.° de cat. 128009296 de Fisher Scientific
Cinta de sellado, Nunc cat. n.° 732 610 de VWR

Compuestos de prueba:

Compuestos preparados hasta una solucién madre de 10 mM en DMSO (Carlo Erba Reactifs - SDS, cat. n.°
03502T16)

Anélisis de la proliferacién celular:

Kit de recuento de células 8 CK04 de Dojindo

Instrumento:

Manipulador de liquidos acUstico Echo 550 de Labcyte

Tecan sunrise, espectrofotémetro

Software (shareware)

MacSynergy |l descargado desde https://www.uab.edu/medicine/peds/macsynergy

(Prichard, M.N. y C. Shipman, Jr. 1990. (Revisién) Un modelo tridimensional para analizar interacciones
farmaco-farmaco. Antiviral Res. 14:181-206.)

Procedimiento de prueba:

Dia 1. Siembra de células:

El matraz de cultivo celular se lava 2 veces con 5 ml de PBS y se desecha el PBS. Afiadir 1.5 ml de tripsina y
colocar el matraz en la incubadora durante 3-4 minutos. Agitar el matraz y afiadir 10 ml de DMEM, FCS al
10 %, 50 p/ml de penicilina / 0.05 mg/ml de estreptomicina sin rojo fenol. Las células se contaron usando el
contador de células Scepter, las células Hep3B se diluyeron a 20 x 10% células/ml en medio celular completo
sin rojo fenol. Se sembraron 100 pl de suspensidn celular/pocillo en placas de ensayo de células de 96 pocillos.
Dos placas replicadas para cada combinacién.

Dia 2, adicién del compuesto de prueba:

Los compuestos de prueba se probaron a nueve concentraciones, ya sea de 5 pM a 0.00076 uM o de 10 uM
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a 0.0015 uM, en una serie de diluciones de 1:3. Se probé sorafenib a siete concentraciones, 20 uM a 0.3 1 pM,
en una serie de diluciones 1:2. Las cuatro placas de dilucién se prepararon con el instrumento Echo.

Las diluciones del compuesto fueron 2 veces las concentraciones finales deseadas. El volumen en las placas
de dilucién en cada pocillo es de 125 pl de medio con compuestos.

Se transfirieron 100 pl de la placa de dilucidn con compuestos en las diferentes concentraciones al pocillo
correspondiente de la placa de ensayo celular con 100 pl, (200 pl/pocillo en volumen total). Incubar las placas
durante 6 dias, a 37 °C, CO2 al 5 %.

Dia 7, lectura de placas:

Se afiadieron 10 pl de CCK Kit-8 a cada pocillo usando una pipeta multicanal (sumergiendo las puntas debajo
de la superficie en cada pocillo). Las placas se incubaron durante 4 horas a 37 °C, CO2 al 5 %.

Se colocé cinta de sellado en la parte superior de la placa y se mezclé suavemente el contenido de esta.

La placa se ley6 en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 450 nm, con un filtro de referencia de 650
nm. La absorbancia promedio fue >1 a <3 para los controles celulares tratados con vehiculo.

Los datos sin procesar de las dos placas de cada combinacién se ingresaron en el shareware Mac Synergy |l
donde se calcul6 el efecto combinado y se representd graficamente en un gréfico de superficie de dosis-
respuesta en 3D. Las interacciones aditivas teéricas se calculan a partir de las curvas de respuesta a la dosis
para cada farmaco individualmente. La superficie aditiva calculada se resta de las superficies de dosis-
respuesta determinadas experimentalmente para revelar regiones de actividad no aditiva. Los resultados
finales se dan como volimenes de sinergia o antagonismo (UM?2%) segln las pautas proporcionadas en el
manual de MacSynergy |I:

Volimenes de sinergia:

1. Los valores de sinergia o antagonismo inferiores a 25 uM? % (volimenes logaritmicos <2) con un 95 % de
confianza deben considerarse insignificantes y probablemente no sean importantes.

2. Los valores entre 25 uM2 % y 50 uMZ2 % (volimenes logaritmicos >2 y <5) deben considerarse una cantidad
minoritaria, pero significativa de sinergia.

3. Valores entre 50 uM? % y 100 uM? % (vollimenes logaritmicos >5 y <9) indican sinergia o antagonismo
moderado. Esta interaccién puede ser importante in vivo.

4. Los valores superiores a 100 uM? % (volimenes logaritmicos >9) indican una fuerte sinergia y probablemente
sean importantes in vivo.

Procedimiento general para la evaluaciéon in vivo de combinaciones de sorafenib y un profarmaco de
fosforamidato de troxacitabina

Los efectos del tratamiento con el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina en combinacién con sorafenib
se pueden evaluar in vivo en modelos de xenoinjerto subcutaneo de carcinoma hepatocelular (CHC). Los
modelos se basan en la inoculacién de células CHC (por ejemplo, Hep3B, Huh-7 o HepG2) en el flanco
izquierdo de ratones inmunodeprimidos. El volumen del tumor se evalla unas tres veces por semana y el
tratamiento con el compuesto generalmente se inicia cuando el tamafio del tumor es de 100 mm?3 a 200 mm?,
Un estudio tipico consiste en 4 grupos (n = 10 ratones/grupo);

1) vehiculo (control),

2) profarmaco de fosforamidato de troxacitabina,

3) sorafenib solo, y

4) profarmaco de fosforamidato de troxacitabina en combinacién con sorafenib.

El profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administra por sonda oral en dosis de (25-100) mg/kg una
o dos veces al dia durante un periodo de 5 a 21 dias. Como alternativa, para los profarmacos con metabolismo
rapido en la sangre de roedores, la sinergia se puede modelar administrando troxacitabina original por via
intraperitoneal (i. p.) en dosis de 2.5 mg/kg a 25 mg/kg una o dos veces al dia. El sorafenib se administra por

sonda oral una vez al dia en dosis de 10 mg/kg a 50 mg/kg durante un periodo total de 21 dias. El crecimiento
del tumor se evalGa durante el transcurso del periodo de tratamiento y después de la interrupcién del
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tratamiento, si corresponde. Se calcula la inhibicién y el retraso del crecimiento del tumor y se realiza un analisis
estadistico para evaluar los efectos significativos del tratamiento en comparacién con el grupo de control.

Ejemplo 1

Sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la formula:

Ne. NH,
~
P

O
O - 1
! N-P~0-y 0O  MN-¥
o

O

que es un estereocisémero Unico en el atomo de fosforo,

se ensayaron en el ensayo de cultivo celular combinatorio mencionado anteriormente. En la figura 1A se
muestran las actividades citotoxicas medidas para cada permutacién de concentracién de los dos compuestos.
En la figura 1B se representa el grafico de sinergia 3D calculado por MacSynergy Il y que concluye un volumen
logaritmico de 76 con un 95 % de confianza, lo que corresponde a una fuerte sinergia antiproliferativa.

Ejemplo 2

Sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la formula:

/j\/ : : Qﬁ/BNHE
i O‘V/\ﬁmb'—o‘*" A _-“N 4

P ) o b

éf \>

)
O...J

que es un estereocisémero Unico en el &tomo de fosforo,

se ensayaron en el ensayo de cultivo celular combinatorio mencionado anteriormente. En la figura 2A se
muestran las actividades citotoxicas medidas para cada permutacién de concentracién de los dos compuestos.
En la figura 2B se representa el grafico de sinergia 3D calculado por MacSynergy Il y que concluye un volumen
logaritmico de 32 con un 95 % de confianza, lo que corresponde a una fuerte sinergia antiproliferativa.
Ejemplo 3

Sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la formula:

NH,
oo N

o i 9 <
\/\l/ E/\Hio ,(Oj .‘\N P

0

Br
que es un estereocisémero Unico en el atomo de fosforo,
se ensayaron en el ensayo de cultivo celular combinatorio mencionado anteriormente. En la figura 3A se
muestran las actividades citotoxicas medidas para cada permutacién de concentracién de los dos compuestos.
En la figura 3B se representa el isobolograma calculado por MacSynergy Il y que concluye un volumen
logaritmico de 40 con un 95 % de confianza, lo que corresponde a una fuerte sinergia antiproliferativa.

Ejemplo 4

Sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la formula:
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que es un estereocisémero Unico en el atomo de fosforo,

se ensayaron en el ensayo de cultivo celular combinatorio mencionado anteriormente. En la figura 4A se
muestran las actividades citotoxicas medidas para cada permutacién de concentracién de los dos compuestos.
En la figura 4B se representa el isobolograma calculado por MacSynergy Il y que concluye un volumen
logaritmico de 46 con un 95 % de confianza, lo que corresponde a una fuerte sinergia antiproliferativa.
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REIVINDICACIONES

1. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina con la féormula:

(XA

O b0 o s
Q Q (
5
7N
en donde

a) X es H, Y es 2-propilpentiloy Z es H;

b) X es H, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H;

c) X es Br, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H;

d) X esH, Y es (R)sec-butiloy Zes H;

e)XesH, Y es 2-¢etilbutiloy Z es H;

f) X es ciclopropilo, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H; o
g) X es t-butilo, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H.

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para su uso en combinacidén con un agente terapéutico dirigido
que se selecciona entre sorafenib y regorafenib, en el tratamiento del cancer o de la metastasis de higado.

2. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el agente
terapéutico dirigido es sorafenib.

3. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el
profarmaco de fosforamidato de troxacitabina tiene la estereoquimica:

A
Ta®t
e, o N-F I
§7TCy

Ht

7N

>

4. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicacién 1 o 2, en donde X es
Br, Y es (S)-pentan-2-iloy Z es H.

5. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segln cualquier reivindicacion precedente, en
donde el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran cada uno diariamente
(como cada dia, dos veces al dia o tres veces al dia) en el mismo dia.

6. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicaciéon 5, en donde el sorafenib
y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran conjuntamente en una unidad de dosificacién
comun administrada por via oral.

7. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicacién 5, en donde sorafenib
y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran como unidades de dosificacién administradas
por via oral separadas.

8. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segln la reivindicacién 7, en donde la(s)

unidad(es) de dosificacién de sorafenib y la(s) unidad(es) de dosificaciéon del profarmaco de fosforamidato de
troxacitabina se administran con una diferencia de al menos 6 horas en un dia determinado.
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9. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, en donde el sorafenib y el profarmaco de fosforamidato de troxacitabina se administran alternativamente en
ciclos de tratamiento de monoterapia de 1 a 28 dias, opcionalmente intercalados con periodos sin tratamiento
de 1 a 28 dias.

10. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun la reivindicacién 9, en donde el
tratamiento comienza con un ciclo de sorafenib.

11. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segun cualquier reivindicaciéon anterior, en
donde el cancer de higado es CHC o colangiocarcinoma intrahepatico.

12. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10, en donde la metastasis de higado se deriva de cancer colorrectal.

13. Un profarmaco de fosforamidato de troxacitabina para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a

10, en donde la metéstasis de higado se deriva de cancer de mama, cancer de es6fago, cancer de pulmén,
melanoma, cancer de pancreas o cancer de estémago.
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Figura 2A
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Figura 38
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