ES 2 969 766 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Nﬂmero de publicacién: 2 969 766
@Int. Cl.:

A61K 31/122
A61K 31/337
A61K 31/506
A61K 31/7068
A61K 45/06
A61P 35/00

® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 10.12.2018  E 18211226 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 29.11.2023 EP 3501512

T3

Titulo: Composiciones terapéuticas para tratar el cancer de pancreas

Prioridad:

20.12.2017 US 201762608549 P
11.10.2018 US 201816157557

Fecha de publicacién y mencién en BOPl de la
traduccion de la patente:
22.05.2024

@ Titular/es:

GOLDEN BIOTECHNOLOGY CORPORATION
(100.0%)

101 Hudson Street Suite 2100

Jersey City NJ 07302, US

@ Inventor/es:

LIU, SHENG-YUNG y
CHEN, CHIH-MING

@ Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2969 766 T3

DESCRIPCION
Composiciones terapéuticas para tratar el cancer de pancreas
Antecedentes de la invencién

El cancer de pancreas surge cuando las células en el pancreas comienzan a multiplicarse fuera de control y forman
una masa. Estas células cancerigenas tienen la capacidad de invadir otras partes del cuerpo. El cancer de pancreas
es la cuarta causa principal de muerte por cancer en los paises occidentales y también es la décima causa principal
de muerte por cancer en Taiwan. Aproximadamente el 60 por ciento del cancer de pancreas surge en la cabeza del
pancreas, y aproximadamente el 21 por ciento invade todo el pancreas.

El cancer de pancreas puede dividirse en dos grupos generales. La amplia mayoria de casos, aproximadamente el
99%, ocurre en la parte del pancreas que produce enzimas digestivas, conocido como el componente exocrino. Hay
varios subtipos de canceres de pancreas exocrinos, pero su diagnoéstico y tratamiento tienen mucho en comun. Estas
pequefias minorias de canceres surgen en el tejido productor de hormonas (endocrino) del pancreas.

Lacirugia con la intencién de cura es solo posible en alrededor de una quinta parte (20%) de los nuevos casos. Aunque
los escaneres de TC ayudan, en la practica, puede ser dificil determinar si el tumor puede extraerse completamente
(su “capacidad de reseccién”} y solo puede ser evidente durante la cirugia que no es posible extraer el tumor con éxito
sin dafiar otros tejidos vitales. Incluso cuando la operacién parece haber tenido éxito, las células cancerigenas se
encuentran a menudo alrededor de los bordes (“margenes”) del tejido extraido. Después de la cirugia, puede ofrecerse
quimioterapia adyuvante con gemcitabina o 5-FU si la persona esta suficientemente bien, después de un periodo de
recuperacion de uno a dos meses. En personas no adecuadas para cirugia curativa, puede usarse quimioterapia para
prolongar la vida o mejorar su calidad de vida.

El documento US 2015/0018296 A1 describe métodos terapéuticos (p. gj., para tratar canceres) y composiciones que
implican compuestos de ciclohexenona donde dichos compuestos inhiben la farnesiltransferasa o Ras.

El documento US 2016/0367539 A1 describe un método para tratar o mejorar los efectos de un cancer en un sujeto
que lo necesita que comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de (i) un primer agente anticancerigeno,
que es BVD-523 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y (ii) un segundo agente anticancerigeno, que es
un inhibidor de MEK tipo 2 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para tratar o mejorar los efectos del
cancer.

Chiaravalli, et al., “Pancreatic ductal adenocarcinoma: State-of-the-art 2017 and new therapeutic strategies”, Cancer
Treatment Reviews, 2017, 60, 32-43, informa de un tratamiento del adenocarcinoma ductal pancreatico usando
compuestos que incluyen gemcitabina y paclitaxel.

Compendio de la invencion
La invencién se refiere a una composicién para usar como se define en las reivindicaciones.
Breve descripcion de los dibujos

Las nuevas caracteristicas de la invencién se describen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Un mejor
entendimiento de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién se obtendran por referencia a la siguiente
descripcion detallada y los dibujos de acompafiamiento de los cuales:

Las FIG. 1A/B proporcionan los resultados de la actividad citotoxica en células cancerigenas pancreaticas AsPC-1
tratadas con el compuesto 1 ejemplar durante (1A) 48 horas y (1B) 72 horas. El ensayo MTT se usé para medir la
actividad citotéxica.

Las FIG. 2A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancredticas AsPC-1
tratadas con erlotinib durante (2A) 48 horas y (2B) 72 horas. El ensayo MTT se us6 para medir la actividad citotoxica.

Las FIG. 3A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancreaticas AsPC-1
tratadas con 5-FU durante (3A) 48 horas y (3B) 72 horas. El ensayo MTT se us6 para medir la actividad citotoxica.

Las FIG. 4A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancreaticas AsPC-1
tratadas con gemcitabina durante (4A) 48 horas y (4B) 72 horas. El ensayo MTT se us6 para medir la actividad
citotoxica.

Las FIG. 5A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancredaticas AsPC-1
tratadas con irinotecano durante (5A) 48 horas y (5B) 72 horas. El ensayo MTT se usé para medir la actividad
citotoxica.

Las FIG. 6A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancreaticas AsPC-1
tratadas con oxaliplatina durante (6A) 48 horas y (6B) 72 horas. El ensayo MTT se usé para medir la actividad
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citotoxica.

Las FIG. 7A/B proporcionan los resultados de actividad citotéxica en células cancerigenas pancreaticas AsPC-1
tratadas con paclitaxel durante (7A) 48 horas y (7B) 72 horas. El ensayo MTT se usé para medir |la actividad citotoxica.

La FIG. 8 muestra el efecto del compuesto 1 con farmacos de quimioterapia, paclitaxel, gemcitabina, 5-FU, oxaliplatina,
erlotinib o irinotecano en la citotoxicidad de la linea de células cancerigenas pancreaticas AsPC-1 durante 48 horas.
El ensayo MTT se us6 para medir la actividad citotdxica. Los valores son medias de tasa de supervivencia + EEM.
Diferentes letras (a-e) indican una diferencia significativa (P< 0,05) para diversos tratamientos.

La FIG. 9 muestra la actividad citotéxica del compuesto 1 con farmacos de quimioterapia, paclitaxel, gemcitabina, 5-
FU, oxaliplatina, erlotinib e irinotecano, respectivamente. Las células de cancer de pancreas AsPC-1 se trataron con
antroquinonol o férmula de combinacién durante o 72 horas. El ensayo MTT se us6 para medir la actividad citotdxica.
Los valores son medias de la tasa de supervivencia + EEM. Diferentes letras (a-g) indican la diferencia significativa
(P<0,05) para diversos tratamientos.

Las FIG. 10A-C muestran el efecto de la dosis para la combinaciéon de compuesto 1 (también conocido como
antroquinonol, Ag) con paclitaxel (Px), gemcitabina (Ge) en lineas celulares de cancer de pancreas. Los graficos
indicaron los valores Fa del tratado de combinacién de antroquinonol con paclitaxel, antroquinonol con gemcitabina,
antroquinonol méas paclitaxel y gemcitabina en las lineas celulares de cancer de pancreas AsPC-1 (10A), CaPan-2
(10B) y Panc-1 (10C). El eje x representa la dosis de los farmacos en pmoles/L y el eje y representa Fa, la fraccion de
células afectadas (inhibicion del crecimiento).

Las FIG. 11A-C muestran los resultados del analisis de las combinaciones mediante el compuesto 1 con paclitaxel,
gemcitabina en lineas celulares del cancer de pancreas durante 72 horas. Los gréaficos de IC para la combinacion de
antroquinonol (Aq) con paclitaxel (Px), antroquinonol con gemcitabina (Ge), antroquinonol mas paclitaxel y gemcitabina
en las lineas celulares del cancer de pancreas AsPC-1 (11A), CaPan-2 (11B) y Panc-1 (11C). El eje x representa Fa
(fraccion de células afectadas) y el eje y representa el IC (indice de combinaciéon). IC = 1, <1 y >1 indica el efecto
aditivo, sinergismo y antagonismo, respectivamente.

La FIG. 12 muestra los resultados de los cambios de peso corporal de ratones durante la prueba de actividad
antitumoral por el compuesto 1 con farmacos de quimioterapia en el modelo de xenoinjerto subcutaneo de AsPC-1.

La FIG. 13 muestra el efecto de la actividad antitumoral del compuesto 1 mas farmacos de quimioterapia en el modelo
de xenoinjerto subcutaneo de AsPC-1. Se hicieron medidas semanales del tamario del tumor y se represento el
volumen tumoral relativo medio como una funcion de tiempo después del inicio del tratamiento. Cada punto se presenté
como media del volumen tumoral.

La FIG. 14 muestra el efecto del compuesto 1 mas farmacos de quimioterapia en el modelo de xenoinjerto subcutaneo
de AsPC-1. El porcentaje del volumen tumoral disminuy6 significativamente en los grupos de tratamiento del
compuesto 1 contenido en combinaciones que se compararon con el grupo de control (T1, aceite de maiz).

La FIG. 15 muestra los resultados del andlisis del porcentaje de inhibicién del crecimiento tumoral (TG, por sus siglas
en inglés) del compuesto 1 solo o con farmacos de quimioterapia, paclitaxel y gemcitabina, en el crecimiento del
volumen tumoral de AsPC-1. Cada columna se presentd como media de la inhibicién del crecimiento tumoral. Los
valores son medias + EEM. Diferentes superindices indican la diferencia significativa (P< 0,05) entre cada grupo de
tratamiento.

La FIG. 16 ilustra los resultados de comparacion de la foto representativa del xenoinjerto del tumor pancreatico de
AsPC-1 antes y después del tratamiento con compuesto 1 y/o mas farmacos de quimioterapia, respectivamente.

La FIG. 17 ilustra los resultados de comparacion de imagenes representativas de ultrasonido del xenoinjerto del tumor
pancreatico de AspC-1 antes y después del tratamiento con compuesto 1 y/o mas farmacos de quimioterapia,
respectivamente.

Las FIG. 18A/B muestran los resultados de las imagenes (18A) y las figuras (18B) de tumores escindidos en el
momento de sacrificio a partir de ratones desnudos macho que portan xenoinjerto de tumor pancreatico de AsPC-1
subcutaneo después del 28 dias de tratamientos. Se us6 ANOVA para analizar la significancia estadistica. *P<0,05 se
considera que es estadisticamente significativo cuando se compara con el grupo de control (T1, grupo del aceite de
maiz).

La FIG. 19 muestra los resultados de efecto inhibidor del compuesto 1 solo o con farmacos de quimioterapia, paclitaxel
y gemcitabina, en el crecimiento del tumor sélido de AsPC-1. Cada columna se presenté como media de tasa inhibidora
tumoral (TIR, por sus siglas en inglés). Los valores son medias de TIR + EEM. Los diferentes superindices indican la
diferencia significativa (P<0,05) entre cada grupo de tratamiento.

Descripcion detallada de la invencion

La cirugia con la intencién de cura solo es posible en alrededor de una quinta parte (20%) de los nuevos casos. Aunque
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la cirugia curativa ya no implica las tasas muy altas de muerte que se daban hasta los afios 80, una alta proporcién
de gente (aproximadamente el 30-45%) aln tiene que tratarse por una enfermedad posoperatoria que no esta
provocada por el propio cancer. La complicacién mas comun de la cirugia es la dificultad en el vaciado del estobmago.
Después de la cirugia, puede ofrecerse la quimioterapia adyuvante con gemcitabina o 5-FU si la persona esta
suficientemente bien, después de un periodo de recuperacién de uno a dos meses. La gemcitabina se aprob6 por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en 1997, después de que un ensayo clinico
presentd mejoras en la calidad de vida y una mejora de 5 semanas en la duracién mediana de supervivencia en
personas con cancer de pancreas avanzado. La quimioterapia que usa gemcitabina sola fue el patréon durante una
década, ya que un numero de ensayos que la probaban en combinacion con otros farmacos no pudieron demostrar
resultados significativamente mejores.

El régimen de quimioterapia de FOLFIRINOX que usa cuatro farmacos se encontré més eficaz que la gemcitabina,
pero con efectos secundarios sustanciales, y por consiguiente solo es adecuado para personas con buen estado
funcional. Esto es también cierto para paclitaxel unido a proteina (nab-paclitaxel}, que consigui6 la licencia de la FDA
en 2013 para el uso con gemcitabina en cancer de pancreas. Sin embargo, los cambios de los Gltimos afios solo han
aumentado los tiempos de supervivencia en unos pocos meses.

Un método para tratar el cancer de pancreas en un sujeto que comprende administrar al sujeto que lo necesita un
compuesto de ciclohexanona se presenté en el nimero de patente de EE.UU. 8,236,860. Un compuesto ejemplar,
antrogquinonol se estudié para tratar el cancer de pancreas usando el modelo de xenoinjerto de cancer de pancreas
humano de PANC-1 ortotopico. Cuatro grupos de ratones se trataron con 30 mg/kg, 60 mg/kg, 90 mg/kg, y vehiculo
de control, respectivamente. El tratamiento con antroquinonol a 30, 60 y 90 mg/kg produjo una actividad antitumoral
eficaz con volimenes tumorales y pesos tumorales medios estadisticamente significativamente mas pequefios en los
tres niveles de dosificacién en comparacién al control de vehiculo. Aungque se mostré que el antroquinonol era un buen
candidato como farmaco para tratar el cancer de pancreas, no se considero usarlo en ninguna terapia de combinacion.
Sin embargo, se encuentra inesperadamente que existia un efecto sinérgico en una terapia de combinacién que
comprende

CHy CHj CHy CHy
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Ay OH
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y uno o mas agentes anticancerigenos, en donde el uno o mas agentes anticancerigenos es erlotinib, 5-FU,
oxaliplatina, irinotecano, gemcitabina, paclitaxel o una combinacién de los mismos.

La invencién se refiere a composiciones para el uso en el tratamiento de cancer de pancreas en un sujeto que
comprende

y uno o mas agentes anticancerigenos, en donde el uno o mas agentes anticancerigenos es erlotinib, 5-FU,
oxaliplatina, irinotecano, gemcitabina, paclitaxel o una combinacién de los mismos.

Por ejemplo, el paclitaxel se clasifica como un “alcaloide vegetal”, un “taxano” y un “agente antimicrotubulo”. Se usa
para tratar un nimero de tipos de cancer como cancer de ovario, cancer de mama, cancer de pulmén, sarcoma de
Kaposi, cancer de cuello de Utero y cancer de pancreas. El paclitaxel unido a albumina (marca comercial Abraxane,
también denominado nab-paclitaxel) es una formulacién alternativa donde el paclitaxel esta unido a nanoparticulas de
albdmina. El paclitaxel se conoce por tener algunos efectos secundarios comunes que incluyen nauseas y vomitos,
pérdida de apetito, cambio en el gusto, pelo adelgazado y quebradizo, dolor en las articulaciones de los brazos o
piernas que duran dos o tres dias, cambios en el color de las ufias, y hormigueo en las manos o los pies. El paclitaxel
es uno de los diversos farmacos citoesqueléticos que estan dirigidos a la tubulina. Las células tratadas con paclitaxel
tienen defectos en el montaje del huso mitético, la segregacion cromosémica y la divisién celular. A diferencia de otros
farmacos que se dirigen a la tubulina como la colchicina que inhiben el montaje de microtubulos, el paclitaxel estabiliza
el polimero de microttbulos y lo protege del desmontaje.

Otro farmaco anticancerigeno ejemplar, la gemcitabina es un analogo de nucleésido usado como quimioterapia para
tratar un nimero de tipos de cancer que incluyen cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén de células no
pequefias, cancer de pancreas y cancer de vejiga. Los efectos secundarios normales incluyen supresién de médula
Osea, problemas hepaticos y renales, nauseas, fiebre, sarpullidos, falta de aliento y pérdida de cabello. El uso durante
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el embarazo probablemente dara por resultado dafio en el bebé. La gemcitabina esta en la familia de medicacion del
analogo de nucledsido. Funciona bloqueando la creacion de nuevo ADN que da por resultado la muerte celular.

En algunas realizaciones, el compuesto de ciclohexenona como se define en las reivindicaciones se prepara de forma
sintética o semisintética a partir de cualquier material de partida adecuado. En otras realizaciones, el compuesto de
ciclohexenona se prepara por fermentacién, o similar. Por ejemplo, el compuesto 1 se aisla de extractos de disolvente
organico o se prepara sintéticamente o semisintéticamente.

O =~ = =

O OH

O~

En algunas realizaciones, los métodos para tratar el cancer de pancreas descritos en la presente memoria comprenden
administrar un agente de inmunoterapia. El agente de inmunoterapia incluye, sin limitacién, cualquier célula inmune
viva que pueda administrarse a un paciente, y/o anticuerpos especificos para una célula diana (p. €j., una célula
tumoral como la célula de cancer de pancreas). Preferiblemente, el agente de inmunoterapia es una célula NK o una
célula T, o una modificacién o derivado de las mismas.

Inmunoterapia

La inmunoterapia es el “tratamiento de la enfermedad induciendo, potenciando o suprimiendo una respuesta inmune”.
Las inmunoterapias disefiadas para provocar o amplificar una respuesta inmune se clasifican como inmunoterapias
de activacién, mientras que las inmunoterapias que reducen o suprimen se clasifican como inmunoterapias de
supresion.

En algunas realizaciones, el agente de inmunoterapia es un anticuerpo anticancerigeno. Ejemplos no limitantes
incluyen trastuzumab (Herceptin®), bevacizumab (Avastin®), cetuximab (Erbitux®), panitumumab (Vectibix®),
ipilimumab (Yervoy®), rituximab (Rituxan®), alemtuzumab (Campath®), ofatumumab (Arzerra®), ozogamicina de
gemtuzumab (Mylotarg®), vedotina de brentuximab (Adcetris®), tiuxetano de °°Y-ibritumomab (Zevalin®), 3'I-
tositumomab (Bexxar®), anticuerpo de anti-muerte programada 1 (anti-PD-1) como nivolumab, pembrolizumab y
similares.

Cierta terminologia farmacéutica y médica

A menos que se indique otra cosa, los siguientes términos usados en esta solicitud, que incluye la memoria y las
reivindicaciones, tienen las definiciones dadas a continuacién. Debe tenerse en cuenta que, como se usa en la
memoria y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen los referentes plurales a
menos que el contexto dicte claramente lo contrario. A menos que se indique lo contrario, se emplean métodos
convencionales de espectroscopia de masas, RMN, HPLC, quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN
recombinante y farmacologia. En esta solicitud, el uso de “0” 0 "y” significa “y/0” a menos que se indique lo contrario.
Ademas, el uso del término “que incluye” ademas de otras formas como “incluir”, “incluye” e “incluido” no es limitante.
Los encabezados de seccién usados en la presente memoria son para fines organizativos solo y no se van a construir

como limitantes del asunto descrito.

Un grupo “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado alifatico. El grupo alquilo puede ser un grupo alquilo saturado
(que significa que no contiene ningun doble enlace carbono-carbono o triple enlace carbono-carbono) o el grupo alquilo
puede ser un grupo alquilo insaturado (que significa que contiene al menos un doble enlace carbono-carbono o triple
enlace carbono-carbono). El resto alquilo, sea saturado o insaturado, puede estar ramificado o tener cadena lineal.

El grupo “alquilo” puede tener 1 a 12 atomos de carbono (cuando aparece en la presente memoria, un intervalo
numérico como “1 a 12 se refiere a cada nimero entero en el intervalo dado; p. €j., “1 a 12 atomos de carbono” significa
que el grupo alquilo puede consistir en 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3 atomos de carbono, etc., hasta e
incluyendo 12 atomos de carbono, aunque la presente definicién también cubre la ocurrencia del término “alquilo”
donde no se designa un intervalo numérico). El grupo alquilo de los compuestos descritos en la presente memoria
puede designarse como, “alquilo C1-C12", “alquilo C1-Cs” 0 designaciones similares. Por medio de ejemplo solo, “alquilo
C1-Cg” indica que hay uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho atomos de carbono en la cadena alquilo. En un
aspecto el alquilo se selecciona del grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo
y t-butilo. Los grupos alquilo tipicos incluyen, pero no estan limitados de ninguna manera a, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, butilo terciario, pentilo, neopentilo, hexilo, alilo, but-2-enilo, but-3-enilo,
ciclopropilmetilo, ciclobutilmetilo, ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, y similares. En un aspecto, un alquilo es un alquilo
Ci1-Ce.

El término “alquileno” se refiere a un radical alquilo divalente. Cualquiera de los grupos alquilo monovalentes
mencionados anteriormente puede ser un alquileno por extraccion de un segundo atomo de hidrégeno del alquilo. En
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un aspecto, el alquileno es un alquileno C1-C12. En otro aspecto, un alquileno es un alquileno C1-Cs. Grupos alquileno
tipicos incluyen, pero no se limitan a, -CH2-, -CH(CH3)-, -C(CHa)2-, -CH2CH2-, -CH2CH(CH3s)-, -CH2C(CHj3)2-, -
CH2CH2CHz2-, -CH2CH2CH2CH2- y similares.

Como se usa en la presente memoria, el término “arilo” se refiere a un anillo aromatico en donde cada uno de los
atomos que forman el anillo es un atomo de carbono. Los anillos arilo estan formados por cinco, seis, siete, ocho,
nueve o0 mas de nueve atomos de carbono. Los grupos arilo estan opcionalmente sustituidos. En un aspecto, un arilo
es un fenilo o un naftalenilo. En un aspecto, un arilo es un fenilo. En un aspecto, un arilo es un arilo Cs-Cro.
Dependiendo de la estructura, un grupo arilo puede ser un monorradical o un dirradical (es decir, un grupo arileno).
En un aspecto, un arileno es un arileno Ce-C1o. Los arilenos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, fenil-1,2-eno,
fenil-1,3-eno y fenil-1,4-eno.

El término “aromatico” se refiere a un anillo plano que tiene un sistema de electrones 1 deslocalizados que contienen
4n+2 electrones 1, donde n es un numero entero. Los anillos aromaticos pueden estar formados por cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez 0 mas de diez atomos. Los compuestos aromaticos estan opcionalmente sustituidos. El término
“aromatico” incluye tanto grupos arilo carbociclicos (“arilo”, p. e€j., fenilo) como grupos arilo heterociclicos (o
“heteroarilo” o “heteroaromatico”) (p. €j., piridina). El término incluye grupos monociclicos o policiclicos de anillos
condensados (es decir, anillos que comparten pares de atomos de carbono adyacentes).

El término “halo” o, alternativamente, "halégeno” o “haluro” significa fluoro, cloro, bromo o yodo.

El término "alquenilo” como se usa en la presente memoria, significa un hidrocarburo lineal, de cadena ramificada, o
ciclico (en cuyo caso, se conoceria también como un “cicloalquenilo) que contiene de 2-10 carbonos y que contiene
al menos un doble enlace carbono-carbono formado por la eliminacién de dos hidrégenos. El grupo alquenilo de los
compuestos descritos en la presente memoria pueden designarse como “alquenilo C2-C1¢”,"alquenilo C2-Cs” o
designaciones similares. Por medio de ejemplo solo, “alquenilo C2-Cg” indica que hay dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete u ocho atomos de carbono en la cadena alquenilo. En algunas realizaciones, dependiendo de la estructura, un
grupo alquenilo es un monorradical o un dirradical (es decir, un grupo alquenileno). En algunas realizaciones, los
grupos alquenilo estan opcionalmente sustituidos. Ejemplos ilustrativos de alquenilo incluyen, pero no se limitan a,
etenilo, 2-propenilo, 2-metil-2-propenilo, 3-butenilo, 4-pentenilo, 5-hexenilo, 2-heptenilo, 2-metil-1-heptenilo y 3-
cecenilo.

El término “alquinilo” como se usa en la presente memoria, significa un hidrocarburo lineal, de cadena ramificada o
ciclico (en cuyo caso, se conoceria también como un “cicloalquinilo”) que contiene de 2-10 carbonos y que contienen
al menos un triple enlace carbono-carbono formado mediante la eliminacién de cuatro hidrégenos. Dependiendo de la
estructura, el grupo alquinilo es un monorradical o un dirradical (es decir, un grupo alquinileno). El grupo alquinilo de
los compuestos descritos en la presente memoria pueden designarse como “alquinilo C2-C1o”, “alquinilo C2-Csg” 0
designaciones similares. Por medio de ejemplo solo, "alquinilo C2-Cs” indica que hay dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete
u ocho atomos de carbono en la cadena de alquinilo. En algunas realizaciones, los grupos alquinilo estan
opcionalmente sustituidos. Ejemplos ilustrativos de alquinilo incluyen, pero no se limitan a, etinilo, propinilo, butinilo,
pentinilo, hexinilo, heptinilo, y similares.

El término “cicloalquilo” como se usa en la presente memoria, significa un radical monociclico o policiclico que contiene
solo carbono e hidrogeno, e incluye aquellos que estan saturados, parcialmente insaturados o totalmente insaturados.
Los grupos cicloalquilo incluyen grupos que tienen de 3 a 10 atomos anulares. Ejemplos representativos de

compuestos ciclicos incluyen pero no se limitan a, los siguientes restos:
’ : :
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En algunas realizaciones, dependiendo de la estructura, un grupo cicloalquilo es un monorradical o un dirradical (p.
€j., un grupo cicloalquileno).

Los términos "haloalquilo”, “haloalquenilo”, “haloalquinilo” y “haloalcoxi”, como se usan en la presente memoria,
incluyen estructuras alquilo, alquenilo, alquinilo y alcoxi en que al menos un hidrégeno esta sustituido con un atomo
de halégeno. En ciertas realizaciones en que dos o mas atomos de hidrégeno estan sustituidos con atomos de
halégeno, los atomos de halégeno son todos iguales entre si. En otras realizaciones en que dos o mas atomos de
hidrogeno estan sustituidos con atomos de halégeno, los atomos de halégeno no son todos iguales entre si. Los
términos “fluoroalquilo” y “fluoroalcoxi” incluyen grupos haloalquilo y haloalcoxi, respectivamente, en que el halo es
fluor. En ciertas realizaciones, los haloalquilos estan opcionalmente sustituidos.

El término “aceptable” con respecto a una formulacién, composicién o ingrediente, como se usa en la presente
memoria, significa que no tiene un efecto perjudicial persistente en la salud general del sujeto a tratar.

Antrodia es un género de hongos en la familia Meripilaceae. La especie Antrodia tiene cuerpos fructiferos que
tipicamente son planos o se extienden en la superficie de crecimiento, con el himenio expuesto al exterior; los bordes
pueden girarse para formar ménsulas estrechas. La mayoria de especies se encuentran en bosques templados y
boreales, y provocan podredumbre marrén.

El término “vehiculo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a compuestos quimicos relativamente no téxicos
o agentes que facilitan la incorporacion de un compuesto en células o tejidos.

Los términos “co-administracién” o similares, como se usan en la presente memoria, pretenden abarcar la
administracién de los agentes terapéuticos seleccionados a un Unico paciente, y pretenden incluir regimenes de
tratamiento en que los agentes se administran mediante la misma o diferente ruta de administracién o al mismo o
diferente tiempo.

El término “diluyente” se refiere a compuestos quimicos que se usan para diluir el compuesto de interés antes de la
distribucién. Los diluyentes pueden usarse ademas para estabilizar compuestos porque pueden proporcionar un
entorno mas estable. Las sales disueltas en disoluciones tamponadas (que también pueden proporcionar control o
mantenimiento del pH) se utilizan como diluyentes en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a una solucion salina
tamponada con fosfato.

Los términos “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usa en la presente memoria, se refieren
a una cantidad suficiente de un agente o un compuesto que se administra que aliviara en algin grado uno o mas de
los sintomas de la enfermedad o condicion a tratar. El resultado puede ser reduccion y/o alivio de |as sefiales, sintomas
o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de un sistema biologico. Por ejemplo, una “cantidad
eficaz” para usos terapéuticos es la cantidad de la composicion que comprende un compuesto como se describe en
la presente memoria necesario para proporcionar una disminucién clinicamente significativa en los sintomas de la
enfermedad. Una cantidad “eficaz” apropiada en cualquier caso individual puede determinarse usando técnicas, como
un estudio de aumento de dosis.

Un “metabolito” de un compuesto descrito en la presente memoria es un derivado de ese compuesto que se forma
cuando el compuesto se metaboliza. El término “metabolito activo” se refiere a un derivado biolégicamente activo de
un compuesto que se forma cuando se metaboliza el compuesto. El término “metabolizado”, como se usa en la
presente memoria, se refiere a la suma de los procesos (que incluyen, pero no se limitan a, reacciones de hidrélisis y
reacciones catalizadas por enzimas) por el que una sustancia particular se cambia por un organismo. Por consiguiente,
las enzimas pueden producir alteraciones estructurales especificas a un compuesto. Por ejemplo, el citocromo P450
cataliza una variedad de reacciones oxidativas y reductoras mientras las uridina difosfato glucuroniltransferasas
catalizan la transferencia de una molécula de acido glucurénico activada a alcoholes aromaticos, alcoholes alifaticos,
acidos carboxilicos, aminas y grupos sulfhidrilo libres. Los metabolitos de los compuestos descritos en la presente
memoria se identifican opcionalmente mediante la administracion de compuestos a un huésped y el analisis de
muestras de tejido del huésped, o mediante incubacién de compuestos con células hepaticas in vitro y analisis de los
compuestos resultantes.

El término “combinacién farmacéutica” como se usa en la presente memoria, significa un producto que resulta de la
mezcla o combinacién de mas de un ingrediente activo e incluye combinaciones tanto fijas como no fijas de los
ingredientes activos. El término “combinacion fija” significa que los ingredientes activos, p. gj., un compuesto (es decir,
un compuesto de ciclohexenona descrito en la presente memoria) y un co-agente, se administran ambos a un paciente
simultaneamente en forma de una Unica entidad o dosificacion. El término “combinacién no fija” significa que los
ingredientes activos, p. €j., un compuesto (es decir, un compuesto de ciclohexenona descrito en la presente memoria)
y un co-agente, se administran a un paciente como entidades separadas de forma simultanea, concurrente o
secuencial sin limites de tiempo de intervencién especificos, en donde dicha administracién proporciona niveles
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eficaces de los dos compuestos en el cuerpo del paciente. Lo Ultimo también se aplica a la terapia en coctel, p. gj., la
administracion de tres o mas ingredientes activos.

El término “composicién farmacéutica” se refiere a una mezcla de un compuesto (es decir, un compuesto de
ciclohexenona descrito en la presente memoria) con otros componentes quimicos, como vehiculos, estabilizantes,
diluyentes, agentes de dispersion, agentes de suspension, agentes espesantes y/o excipientes. La composicién
farmacéutica facilita la administracién del compuesto a un organismo. Existen multiples técnicas de administracién de
un compuesto en la técnica que incluyen, pero no se limitan a: administracién intravenosa, oral, en aerosol, parenteral,
oftalmica, pulmonar y tépica.

El término “sujeto” o “paciente” abarca a los mamiferos. Ejemplos de mamiferos incluyen, pero no se limitan a,
cualquier miembro de la clase mamifero: seres humanos, primates no humanos como chimpancés, y otros simios y
especies de monos; animales de granja como terneras, caballos, ovejas, cabras, cerdos; animales domésticos como
conejos, perros y gatos; animales de laboratorio que incluyen roedores, como ratas, ratones y cobayas y similares. En
una realizacién, el mamifero es un ser humano.

Los términos “tratar”, "que trata” o “tratamiento”, como se usan en la presente memoria, incluyen aliviar, calmar o
mejorar al menos un sintoma de una enfermedad o condicién, prevenir sintomas adicionales, inhibir la enfermedad o
condicion, p. €j., detener el desarrollo de la enfermedad o condicion, aliviar la enfermedad o condicién, provocar la
regresion de la enfermedad o condicién, aliviar una condicién provocada por la enfermedad o condicién, o parar los
sintomas de la enfermedad o condicién profilacticamente y/o terapéuticamente.

Rutas de administracion y dosificacion

Las rutas adecuadas de administracion incluyen, pero no se limitan a, administracién oral, intravenosa, rectal, en
aerosol, parenteral, oftdlmica, pulmonar, transmucosa, transdérmica, vaginal, 6tica, nasal y tépica. Ademas, por medio
de ejemplo solo, la administraciéon parenteral incluye inyecciones intramusculares, subcutaneas, intravenosas,
intramedulares, ademas de inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intraperitoneales, intralinfaticas e
intranasales.

En ciertas realizaciones, un compuesto como se describe en la presente memoria se administra de una manera local
mas que sistémica, por ejemplo, por medio de inyeccién del compuesto directamente en un 6rgano, a menudo en un
preparado de depésito o formulacién de liberacion sostenida. En realizaciones especificas, las formulaciones de accién
prolongada se administran por implantacién (por ejemplo subcutaneamente o intramuscularmente) o mediante
inyeccion intramuscular. Ademas, en otras realizaciones, el farmaco se administra en un sistema de distribucién de
farmacos objetivo, por ejemplo, en un liposoma recubierto con anticuerpo especifico del érgano. En dichas
realizaciones, los liposomas se dirigen a y se absorben selectivamente por el érgano. En ain otras realizaciones, el
compuesto como se describe en la presente memoria se proporciona en forma de una formulacién de liberacion rapida,
en forma de una formulacién de liberacién extendida, o en forma de una formulacién de liberacién intermedia. En adn
otras realizaciones, el compuesto descrito en la presente memoria se administra tépicamente.

En algunas realizaciones, el compuesto de ciclohexenona se administra parenteralmente o intravenosamente. En otras
realizaciones, el compuesto de ciclohexenona se administra por inyeccién. En algunas realizaciones, el compuesto de
ciclohexenona se administra oralmente.

En el caso en donde la condicién del paciente no mejora, a la discrecién del doctor la administracién de los compuestos
pueden administrarse crénicamente, es decir, durante un extenso periodo de tiempo, que incluye, durante toda la
duracién de la vida del paciente para mejorar o controlar de otra forma o limitar los sintomas de la enfermedad o
condicion del paciente. En el caso en donde el estado del paciente mejora, a la discrecion del doctor la administracion
de los compuestos puede darse de forma continua o suspendido temporalmente durante una cierta longitud del tiempo
(es decir, unas "vacaciones de farmaco”).

Los intervalos anteriores son meramente sugestivos, ya que el nimero de variables con respecto a un régimen de
tratamiento individual es grande, y no son raras las considerables excursiones a partir de estos valores recomendados.
Dichas dosificaciones pueden alterarse dependiendo de un nimero de variables, no limitadas a la actividad del
compuesto usado, la enfermedad o condicién a tratar, el modo de administracion, las necesidades del sujeto individual,
la gravedad de la enfermedad o condicion a tratar, y el juicio del profesional médico.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de dichos regimenes terapéuticos pueden determinarse mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, que incluyen, pero no se limitan a, la
determinacion de la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y las DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el
50% de la poblacion). La relacién de dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede
expresarse como la relacién entre DLso y DEso. Se prefieren los compuestos que muestran altos indices terapéuticos.
Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios animales pueden usarse en la formulaciéon de un
intervalo de dosificacion para usar en seres humanos. La dosificacién de dichos compuestos esta preferiblemente en
un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DEsp con minima toxicidad. La dosificacion puede variar
en este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la ruta de administracién utilizada.
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En algunas realizaciones, los compuestos descritos en la presente memoria se formulan en composiciones
farmacéuticas. En realizaciones especificas, las composiciones farmacéuticas se formulan de una manera
convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que
facilitan el procesado de los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La
formulacién apropiada es dependiente de la ruta de administracion elegida. Cualquier técnica, vehiculo y excipiente
farmacéuticamente aceptable se usa como adecuado para formular las composiciones farmacéuticas descritas en la
presente memoria: Remington: The Science and Practice of Pharmacy, decimonovena edicién (Easton, Pa.: Mack
Publishing Company, 1995); Hoover, John E., Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pensilvania, 1975; Liberman, H.A. y Lachman L. Eds. “Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Decker, Nueva York,
N.Y., 1980; y Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, séptima Ed. (Lippincott Williams y Wilkins
1999).

Se proporcionan en la presente memoria composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos definidos en
las reivindicaciones y un(os) diluyente(s), excipiente(s) o vehiculo(s) farmacéuticamente aceptable(s). Los compuestos
como se definen en las reivindicaciones se administran como composiciones farmacéuticas en que el compuesto de
ciclohexenona se mezcla con otros ingredientes activos como se define en las reivindicaciones, como una terapia de
combinacion.

Una composicién farmacéutica, como se usa en la presente invencion, se refiere a una mezcla de los compuestos
definidos en las reivindicaciones con otros componentes quimicos, como vehiculos, estabilizantes, diluyentes, agentes
de dispersion, agentes de suspension, agentes espesantes y/o excipientes. En ciertas realizaciones, la composicion
farmacéutica facilita la administracién del compuesto a un organismo. Segun la invencién, las cantidades
terapéuticamente eficaces de compuestos se administran en una composicién farmacéutica a un mamifero que tiene
la enfermedad o condicion a tratar como se define en las reivindicaciones. En realizaciones especificas, el mamifero
es un ser humano. En ciertas realizaciones, las cantidades terapéuticamente eficaces varian dependiendo de la
gravedad de la enfermedad, la edad y salud relativa del sujeto, la potencia del compuesto usado y otros factores. Los
compuestos descritos en las reivindicaciones pueden usarse en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos
como componentes de mezclas.

En una realizacién, la composicién definida en las reivindicaciones se formula en una disolucién acuosa. En
realizaciones especificas, la disolucion acuosa se selecciona de, por medio de ejemplo solo, un tampén
fisiolégicamente compatible, como una disolucién de Hank, disolucién de Ringer o tampén de solucion salina
fisiolégica. En otras realizaciones, la composicion definida en las reivindicaciones se formula para la administracion
transmucosa. En realizaciones especificas, las formulaciones transmucosas incluyen penetrantes que son apropiados
para permearse por la barrera. En aun otras realizaciones en donde la composicién definida en las reivindicaciones
se formulan para otras inyecciones parenterales, las formulaciones apropiadas incluyen disoluciones acuosas o no
acuosas. En realizaciones especificas, dichas disoluciones incluyen tampones y/o excipientes fisiologicamente
compatibles.

En otra realizacion, las composiciones definidas en las reivindicaciones se formulan para administracién oral. La
composicién definida en las reivindicaciones se formulan combinando los compuestos activos con, p. €j., vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables. En diversas realizaciones, la composicion definida en las reivindicaciones
se formulan en formas de dosificacion oral que incluyen, por medio de ejemplo solo, comprimidos, polvos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, elixires, suspensiones finas, suspensiones y similares.

En ciertas realizaciones, los preparados farmacéuticos para uso oral se obtienen mezclando uno o mas excipientes
solidos con los compuestos de la composicion definida en las reivindicaciones, moliendo opcionalmente la mezcla
resultante, y procesando la mezcla de granulos, afiadiendo después auxiliares adecuados, si se desea, para obtener
comprimidos o nlcleos de grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas como azlcares, que incluyen
lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol; preparados de celulosa como: por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo,
almidén de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, celulosa microcristalina,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica; u otros como: polivinilpirrolidona (PVP o povidonay) o fosfato de
calcio. En realizaciones especificas, se afiaden opcionalmente agentes desintegrantes. Los agentes desintegrantes
incluyen, por medio solo de ejemplo, croscarmelosa sédica reticulada, polivinilpirrolidona, agar, o acido alginico o una
sal de los mismos como alginato sédico.

En una realizacion, las formas de dosificacién, como nicleos de grageas y comprimidos, se proporcionan con uno o
mas recubrimientos adecuados. En realizaciones especificas, las disoluciones de azucar concentradas se usan para
recubrir la forma de dosificacién. Las disoluciones de azilcar, opcionalmente contienen componentes adicionales,
como por medio solo de ejemplo, goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol y/o diéxido
de titanio, disoluciones de lacas y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Los tintes y/o pigmentos
también se afiaden opcionalmente a los recubrimientos para propésitos de identificacién. Adicionalmente, los tintes
y/o pigmentos se utilizan opcionalmente para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

En ciertas realizaciones, cantidades terapéuticamente eficaces de la composicién definida en las reivindicaciones se
formulan en otras formas de dosificacion oral. Las formas de dosificaciones orales incluyen capsulas duras hechas de
gelatina, ademas de capsulas selladas blanda hechas de gelatina y plastificante, como glicerol o sorbitol. En
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realizaciones especificas las capsulas duras contienen los ingredientes activos en mezcla con una o mas cargas. Las
cargas incluyen, por medio de ejemplo solo, lactosa, ligantes como almidones y/o lubricantes como talco o estearato
de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En otras realizaciones, las capsulas blandas, contienen uno o mas
compuestos activos que se disuelven o suspenden en un liquido adecuado. Los liquidos adecuados incluyen, por
medio de ejemplo solo, uno o mas de aceite graso, parafina liquida, o polietilenglicol liquido. Ademas, se afiaden
opcionalmente estabilizantes.

En otras realizaciones, las cantidades terapéuticamente eficaces de la composicién definida en las reivindicaciones
en la presente memoria se formulan para administracién bucal o sublingual. Las formulaciones adecuadas para la
administracién bucal o sublingual incluyen, por medio de ejemplo solo, comprimidos, pastillas para chupar o geles. En
aun otras realizaciones, los compuestos descritos en la presente memoria se formulan para inyeccién parenteral, que
incluyen formulaciones adecuadas para inyeccion en bolo o infusién continua. En realizaciones especificas, las
formulaciones para inyeccién se presentan en forma de dosificacién unitaria (p. €j., en ampollas) o en recipientes
multidosis. Los conservantes se afiaden, opcionalmente, a las formulaciones de inyeccion. En aun otras realizaciones,
las composiciones farmacéuticas definidas en las reivindicaciones se formulan en una forma adecuada para la
inyeccion parenteral como unas suspensiones, disoluciones o emulsiones estériles en vehiculos oleosos 0 acuosos.
Las formulaciones para inyeccion parenteral contienen opcionalmente agentes de formulacién como agentes de
suspension, estabilizantes y/o agentes de dispersion. En realizaciones especificas, las formulaciones farmacéuticas
para la administracién parenteral incluyen disoluciones acuosas de los compuestos activos en forma soluble en agua.
En realizaciones adicionales, las suspensiones de los compuestos activos se preparan como suspensiones de
inyeccién oleosa apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados para el uso en las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria incluyen, por medio de ejemplo solo, aceites grasos como aceite de
sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, como oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. En ciertas realizaciones
especificas, las suspensiones de inyeccion acuosa contienen sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensién,
como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la suspension contiene estabilizantes
adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de disoluciones
altamente concentradas. Alternativamente, en otras realizaciones, el ingrediente activo esta en forma de polvo para la
constitucion con un vehiculo adecuado, p. gj., agua estéril libre de pirégeno, antes de usar.

En un aspecto, las composiciones definidas en las reivindicaciones se preparan como disoluciones para la inyeccién
parenteral como se describe en la presente memoria 0 se conoce en la técnica y se administran con un inyector
automatico. Se conocen los inyectores automaticos, como los descritos en las patentes de EE.UU. nims. 4,031,893,
5,358,489; 5,540,664; 5,665,071; 5,695,472 y la patente internacional WQ/2005/087297. En general, todos los
inyectores automaticos contienen un volumen de disolucién que incluye la composicion definida en las reivindicaciones
a inyectar. En general, los inyectores automaticos incluyen un depésito para contener la disolucién, que esta en
comunicacién fluida con una aguja para la administracién del farmaco, ademas de un mecanismo para utilizar
automaticamente la aguja, insertando la aguja en el paciente y distribuyendo la dosis en el paciente. Los inyectores
ejemplares proporcionan aproximadamente 0,3 mL, 0,6 mL, 1,0 mL u otro volumen adecuado de disolucién a
aproximadamente una concentracién de 0,5mg a 50 mg del compuesto de ciclohexenona definido en las
reivindicaciones por 1 mL de disolucién. Cada inyector es capaz de distribuir solo una dosis del compuesto.

En aun otras reivindicaciones, las composiciones definidas en las reivindicaciones se administran tépicamente. Las
composiciones definidas en las reivindicaciones descritas en la presente memoria se formulan en una variedad de
composiciones administrables tépicamente, como disoluciones, suspensiones, lociones, geles, pastas, barras
medicadas, balsamos, cremas o pomadas. Dichas composiciones farmacéuticas contienen opcionalmente
solubilizantes, estabilizantes, agentes potenciadores de la tonicidad, tampones y conservantes.

En adn otras realizaciones, las composiciones definidas en las reivindicaciones se formulan en composiciones rectales
como enemas, geles rectales, espumas rectales, aerosoles rectales, supositorios, supositorios gelatinosos, 0 enemas
de retencién, que contienen bases convencionales de supositorios como manteca de cacao u otros glicéridos, ademas
de polimeros sintéticos como polivinilpirrolidona, PEG, y similares. En las formas de supositorio de las composiciones,
se funde primero una cera de bajo punto de fusién como, pero no limitada a, una mezcla de glicéridos de &cido graso,
opcionalmente en combinacion con manteca de cacao.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan en cualquier manera convencional usando uno
0 mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y auxiliares que facilitan el procesado de
los compuestos activos en preparados que pueden usarse farmacéuticamente. La formulacion apropiada es
dependiente de la ruta de administracién elegida. Cualquier técnica, vehiculo y excipiente farmacéuticamente
aceptable se usa opcionalmente como adecuado y como se entiende en la técnica. Las composiciones farmacéuticas
como se definen en las reivindicaciones pueden fabricarse de una manera convencional, como, por medio de ejemplo
solo, por medio de procesos de mezcla, disolucién, granulado, formacién de grageas, levigacion, emulsién,
encapsulado, atrapamiento o compresion convencionales.

Las composiciones farmacéuticas incluyen al menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable,
y la composicion definida en las reivindicaciones. El ingrediente activo esta en forma de acido libre o base libre, 0 en
una forma de sal farmacéuticamente aceptable. Ademas, las composiciones farmacéuticas descritas en la presente
memoria incluyen el uso de formas cristalinas (también conocidas como polimorfos) de estos compuestos que tienen
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el mismo tipo de actividad. Adicionalmente, los compuestos descritos en la presente memoria abarcan formas no
solvatadas ademas de formas solvatadas con disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y
similares. Las formas solvatadas de los compuestos presentados en la presente memoria también se considera que
estan descritas en la presente memoria. Ademas, las composiciones farmacéuticas incluyen opcionalmente otros
agentes medicinales o farmacéuticos, vehiculos, adyuvantes, como agentes conservantes, estabilizantes,
humectantes o emulgentes, promotores de la disolucién, sales para regular la presién osmética, tampones y/u otras
sustancias terapéuticamente valiosas.

Los métodos para la preparaciéon de composiciones que comprenden los compuestos descritos en la presente memoria
incluyen formular los compuestos con uno o mas excipientes o vehiculos inertes, farmacéuticamente aceptables, para
formar un sélido, semisélido o liquido. Las composiciones sélidas incluyen, pero no se limitan a, polvos, comprimidos,
granulos dispersables, capsulas, obleas y supositorios. Las composiciones liquidas incluyen disoluciones en que se
disuelve un compuesto, emulsiones que comprenden un compuesto, o una disolucién que contiene liposomas, micelas
0 nanoparticulas que comprenden un compuesto como se describe en la presente memoria. Las composiciones
semisoélidas incluyen, pero no se limitan a, geles, suspensiones y cremas. La forma de las composiciones
farmacéuticas descritas en la presente memoria incluye disoluciones o suspensiones liquidas, formas soélidas
adecuadas para la disolucién o suspensién en un liquido antes del uso, 0 como emulsiones. Estas composiciones
también contienen opcionalmente cantidades menores de sustancias auxiliares no toéxicas, como agentes humectantes
o emulgentes, agentes tamponantes del pH, etcétera.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica como se define en las reivindicaciones toma de forma ilustrativa
la forma de un liquido donde los agentes estan presentes en disolucion, en suspension o ambas. Tipicamente cuando
la composicién se administra como una disoluciéon o suspensién una primera parte del agente esta presente en
disolucién y una segunda parte del agente esta presente en forma de particulas, en suspensiéon en una matriz liquida.
En algunas realizaciones, una composicion liquida incluye una formulacion en gel. En otras realizaciones, la
composicién liquida es acuosa.

En ciertas realizaciones, las suspensiones acuosas farmacéuticas incluyen uno o mas polimeros como agentes de
suspensién. Los polimeros incluyen polimeros solubles en agua como polimeros celulésicos, p. €.,
hidroxipropilmetilcelulosa, y polimeros insolubles en agua como polimeros que contienen carboxilo reticulados. Ciertas
composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria incluyen un polimero mucoadhesivo, seleccionado de,
por ejemplo, carboximetilcelulosa, carbémero (polimero de acido acrilico), poli(metacrilato de metilo), poliacrilamida,
policarboéfilo, copolimero de acido acrilico/acrilato de butilo, alginato sédico y dextrano.

Las composiciones farmacéuticas ademas, incluyen opcionalmente agentes solubilizantes para ayudar en la
solubilidad del compuesto de ciclohexenona definido en las reivindicaciones. El término “agente solubilizante”
generalmente incluye agentes que dan por resultado la formacién de una disolucién micelar o una disolucion real del
agente. Ciertos tensioactivos no ib6nicos aceptables, por ejemplo polisorbato 80, son utiles como agentes
solubilizantes, como pueden ser glicoles oftalmicamente aceptables, poliglicoles, p. gj., polietilenglicol 400, y éteres
glicolicos.

Ademas, las composiciones farmacéuticas incluyen opcionalmente uno o mas agentes de ajuste de pH o agentes
tamponantes, que incluyen acidos como &cidos acético, borico, citrico, lactico, fosférico y clorhidrico; bases como
hidréxido sodico, fosfato soédico, borato sédico, citrato soédico, acetato soédico, lactato soédico y tris-
hidroximetilaminometano; y tampones como citrato/dextrosa, bicarbonato sédico y cloruro de amonio. Dichos acidos,
bases y tampones se incluyen en una cantidad necesaria para mantener el pH de la composicién en un intervalo
aceptable.

Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas incluyen opcionalmente una o mas sales en una cantidad necesaria
para llevar la osmolalidad de la composicién a un intervalo aceptable. Dichas sales incluyen aquellas que tienen
cationes sodio, potasio 0 amonio y aniones cloruro, citrato, ascorbato, borato, fosfato, bicarbonato, sulfato, tiosulfato
o bisulfito; las sales adecuadas incluyen cloruro sédico, cloruro potasico, tiosulfato sédico, bisulfito sédico y sulfato de
amonio.

Otras composiciones farmacéuticas incluyen opcionalmente uno o mas conservantes para inhibir la actividad
microbiana. Los conservantes adecuados incluyen sustancias que contienen mercurio como merfeno y tiomersal;
dioxido de cloro estabilizado; y compuestos de amonio cuaternario como cloruro de benzalconio, bromuro de
cetiltrimetilamonio y cloruro de cetilpiridinio.

Aln otras composiciones farmacéuticas incluyen uno o mas tensioactivos para potenciar la estabilidad fisica o para
otros fines. Los tensioactivos no i6nicos adecuados incluyen glicéridos de acidos grasos de polioxietileno y aceites
vegetales, p. €j., aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno (60); y éteres de alquilo y éteres de alquilfenilo de
polioxietileno, p. ej., octoxinol 10, octoxinol 40.

Aln otras composiciones farmacéuticas pueden incluir uno o mas antioxidantes para potenciar la estabilidad quimica
cuando se necesite. Los antioxidantes adecuados incluyen, por medio de ejemplo solo, acido ascérbico y metabisulfito
sodico.
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En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas en suspension acuosa estan empaquetadas en recipientes
de dosis Unica que no pueden volverse a cerrar. Alternativamente, se usan recipientes multidosis que pueden volver
a cerrarse, en cuyo caso es tipico incluir un conservante en la composicion.

En realizaciones alternativas, se emplean otros sistemas de administracion para compuestos farmacéuticos
hidréfobos. Los liposomas y emulsiones son ejemplos de vehiculos o transportes de administracién en la presente
memoria. En ciertas realizaciones, los disolventes organicos como N-metilpirrolidona también se emplean. En
realizaciones adicionales, los compuestos descritos en la presente memoria se administran usando un sistema de
liberacion sostenida, como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen el agente
terapéutico. Diversos materiales de liberacién sostenida son utiles en la presente memoria. En algunas realizaciones,
las capsulas de liberacion sostenida liberan los compuestos durante unas pocas horas hasta mas de 24 horas.
Dependiendo de la naturaleza quimica y la estabilidad biologica del reactivo terapéutico, pueden emplearse estrategias
adicionales para la estabilizacion de proteinas.

En ciertas realizaciones, las formulaciones descritas en la presente memoria incluyen uno o mas antioxidantes,
agentes quelantes metalicos, compuestos que contienen tiol y/u otros agentes estabilizantes generales. Ejemplos de
dichos agentes estabilizantes, incluyen, pero no se limitan a: (a) aproximadamente 0,5% a aproximadamente 2% en
p/v de glicerol, (b) aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1% en p/v de metionina, (c) aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 2% en p/v de monotioglicerol, (d) aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM de EDTA,
(e) aproximadamente 0,01% a aproximadamente 2% en p/v de acido ascorbico, (f) 0,003% a aproximadamente 0,02%
en p/v de polisorbato 80, (g) 0,001% a aproximadamente 0,05% en p/v de polisorbato 20, (h) arginina, (i} heparina, (j)
sulfato de dextrano, (k) ciclodextrinas, (I} polisulfato de pentosano y otros heparinoides, (m) cationes divalentes como
magnesio y zinc, o (n) combinaciones de los mismos.

Consideracion general para tratamientos de combinacion

En general, las composiciones descritas en la presente memoria y, en realizaciones donde la terapia de combinacién
se emplea y se describe en la presente memoria, otros agentes no tienen que administrarse en la misma composicién
farmacéutica, y en algunas realizaciones, debido a diferentes caracteristicas fisicas y quimicas, se administran por
rutas diferentes. En algunas realizaciones, la administracién inicial se hace segun los protocolos establecidos, y
después, en base a los efectos observados, la dosificaciéon, modos de administracién y tiempos de administracion se
modifica por el médico experto.

En algunas realizaciones, las dosificaciones terapéuticamente eficaces varian cuando los farmacos se usan en
combinaciones de tratamiento. El tratamiento de combinacion incluye ademas tratamientos periédicos que comienzan
y paran en varios momentos para ayudar con la gestion clinica del paciente. Para terapias de combinacion descritas
en la presente memoria, las dosificaciones de los compuestos co-administrados varian dependiendo del tipo de co-
farmaco empleado, en el farmaco especifico empleado, en la enfermedad, trastorno o condicién a tratar, etcétera.

Se entiende que en algunas realizaciones, el régimen de dosificacién para tratar, prevenir o mejorar la(s)
condicién(ones) para la(s) que se busca alivio, se modifica de acuerdo con una variedad de factores. Estos factores
incluyen el trastorno por el que sufre el sujeto, ademas de la edad, peso, sexo, dieta y condicién médica del sujeto.
Por consiguiente, en otras realizaciones, el régimen de dosificacién empleado en realidad varia ampliamente y por lo
tanto se desvia de los regimenes de dosificacion descritos en la presente memoria.

Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacién de los compuestos de ciclohexenona ejemplares

Por medio de un procedimiento de purificacién herbal particular: el siguiente procedimiento es solo con propésito
ilustrativo. Los demas métodos de purificacién pueden usarse también.

Cien gramos de micelios, cuerpos fructiferos 0 mezcla de ambos de Antrodia camphorata se pusieron en un matraz.
Se afiadié una cantidad apropiada de agua y alcohol (70-100% de disolucién de alcohol) en el matraz y se agitaron a
20-25 °C durante al menos 1 hora. La disolucién se filtr6 a través de un filtro y se recogieron 0,45 um de membrana y
filtrado como un extracto.

El filirado de Antrodia camphorata se sometié a analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). La
separacion se realizd en una columna RP18, la fase mévil consistié en metanol (A} y 0,3% de acido acético (B), con
las condiciones de gradiente de 0-10 min en 95% - 20% de B, 10-20 min en 20% - 10% de B, 20-35 min en 10% - 10%
de B, 35-40 min en 10% - 95% de B, al caudal de 1 ml/min. El efluente en columna se monitorizé con un detector de
UV-visible.

Las fracciones recogidas a los 25 a 30 min se recogieron y se concentraron para proporcionar 4-hidroxi-2,3-dimetoxi-
6-metil-5-(3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)ciclohex-2-enona (compuesto 1), un producto de liquido marrén
amarillento claro. El analisis del compuesto 1 mostré la férmula molecular de C24H3804, peso molecular de 390 con
punto de fusion de 48 a 52 °C. Los espectros de RMN mostraron que 'H-RMN (CDCls) & (ppm) = 1,51, 1,67, 1,71,
1,75, 1,94, 2,03, 2,07, 2,22, 2,25, 3,68, 4,05, 5,07 y 5,14. '*C-RMN (CDCl3) & (ppm) = 12,31, 16,1, 16,12, 17,67, 25,67,
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26,44, 26,74, 27,00, 39,71, 39,81, 40,27, 43,34, 59,22, 60,59, 120,97, 123,84, 124,30, 131,32, 135,35, 135,92, 138,05,
160,45 y 197,12.

Compuesto 1: 4-hidroxi-2,3-dimetoxi-6-metil-5-(3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)ciclohex-2-enona

CHq CH, CH, CH,

S = -
© CH;

O.
CH; 1

Otros componentes donde R4 es H, alquilo C1-Cg, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, 0 arilo opcionalmente sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados de alquilo Ci-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, cicloalquilo Cs-Cs y
haloalquilo C1-Cs se obtuvieron también.

De forma alternativa, los compuestos ejemplares pueden prepararse sintéticamente. Véase por ejemplo, la patente de
EE.UU. nim. 9365481.

R‘\
X OR

De forma similar, otros compuestos de ciclohexenona que tienen la estructura se
aislan de Antrodia camphorata o se preparan sintéticamente o semisintéticamente a partir de los materiales de partida
adecuados. Un experto en la técnica utilizaria facilmente las condiciones apropiadas para dicha sintesis.

Ejemplo 2. Estudio del compuesto 1 con farmacos de quimioterapia clinica en carcinoma pancreatico humano en un
sistema de cultivo de células AsPC-1 y en un modelo de tumor de xenoinjerto en ratén inmunodeficiente combinado
severo

Para evaluar la eficacia de una terapia de combinacién que comprende el compuesto 1 ejemplar con un agente
anticancerigeno (p. €j., cualquier farmaco usado clinicamente) para el tratamiento del desarrollo de carcinoma
pancreatico, se realizé un estudio in vitro y un estudio de xenoinjertos in vivo mediante un compuesto 1 ejemplar con
farmacos de quimioterapia clinica actuales seleccionados.

Para el estudio in vitro, el compuesto 1 y cada uno de los seis (6) farmacos de quimioterapia clinica seleccionados se
usaron en carcinoma pancreatico humano de AsPC-1 y/o CaPan-2, PANC-1 en un sistema de cultivo celular.

En el modelo de ratén con xenoinjerto in vivo, se seleccionaron gemcitabina y/o paclitaxel para ser administrados por
medio de la vena de la cola dos veces a la semana con una administracién oral del compuesto 1 una vez al dia durante
un total de 28 dosis en el modelo de xenoinjerto de AsPC-1 de carcinoma pancreatico humano.

Prueba in vitro:

Las lineas celulares de carcinoma pancreatico humano, AsPC-1, PANC-1 y CaPan-2 se sembraron en 3 x 10* células
por pocillo y se cultivaron en una placa de cultivo celular de cuarenta y ocho (48) pocillos (area de crecimiento de
0,95 cm? por pocillo). Dieciséis (16) horas después, las células se trataron con compuesto 1 solo 0 compuesto 1 con
un farmaco de quimioterapia clinica, respectivamente. Después de 48 o 72 horas del tratamiento, se realizd un ensayo
de metiltiazoltetrazolio (MTT) (protocolo complementario-1) para medir el efecto del tratamiento en la viabilidad de las
células durante la proliferacion.

Prueba in vivo:

La linea celular de carcinoma pancreatico humano, AsPC-1, se cultivé y las células se inyectaron subcutaneamente
en un flanco de 60 ratones. Tres dias después, los tumores pudieron sentirse en los ratones. Cuando los tumores
alcanzaron aproximadamente 100-200 mg (mm?3), se seleccionaron aleatoriamente un total de cincuenta y un (51)
ratones que portaban un tumor y se clasificaron de uno a seis (6) grupos. Se usaron ratones tratados con vehiculo
(aceite de maiz) como controles negativos. El compuesto 1 combinado con gemcitabina o paclitaxel se administré
oralmente una vez al dia y/o |.V. dos veces a la semana durante cuatro (4) semanas. Las medidas de los tumores se
grabaron una vez a la semana usando calibradores portatiles y el sistema de imagen Visualsonic Vevo 2100. Se
tomaron los pesos de los ratones individuales una vez al mes durante la dosificacién. Los ratones se monitorizaron
diariamente por signos de toxicidad y morbilidad; cualquier descubrimiento anormal se grabé. El estudio se termino
cuatro (4) semanas después del inicio de la administracion del farmaco.
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Se hizo la eutanasia a los ratones cuando un ratén individual tiene un tumor que es de 2.000 mg (cmd) durante una
(1) medida. Un ratén estaba moribundo cuando un tumor impide la capacidad del raton para alimentarse, beber o
deambular, o si un ratén pierde >20% de su peso corporal original. Se hizo la eutanasia a un grupo individual cuando
los tumores alcanzaron un tamafio objetivo medio de 1.500 mg por grupo durante dos (2) medidas consecutivas. Los
coordinadores del estudio debian ser notificados de cualquier eutanasia no programada. El estudio se terminé cuatro
(4) semanas después del inicio de la administracion de los farmacos.

Sistema de prueba:

A. Lineas celulares:

Carcinoma pancreatico humano de AsPC-1 (nim. del catalogo ATCC CRL-1682).

Carcinoma pancreatico humano de PANC-1 (ndm. del catdlogo ATCC CRL-1469).

Carcinoma pancreatico humano de CaPan-2 (nim. del catalogo ATCC HTB-80).

B. Preparacion celular

1. Eliminar y descartar el medio de cultivo.

2. Enjuagar brevemente la capa de células con 5 mL de HBSS. Agitar suavemente y eliminar el HBSS.

3. Afadir 5 mL de tripsina-EDTA a placas de poliestireno de 15 c¢m?. Incubar 5 min a 37 °C en una incubadora
humidificada con atmésfera de 95% de aire/5% de COx.

4. Afadir 5 mL de medio de crecimiento completo (medio DMEM que contiene 10% de FBS) y aspirar las células
mediante pipeteado suave.

5. Contar las células vivas usando el ensayo de exclusion de azul de tripano (protocolo complementario-2) con un
hemocitémetro.

6. Para el estudio in vitro, las células se sembraran en 3 x 10* células por pocillo y se cultivaran en una placa de cultivo
celular de cuarenta y ocho (48) pocillos durante dieciséis (16) horas hasta el tratamiento.

7. Incubar los cultivos a 37 °C.

C. Especie/cepa animal:

a. Ratones desnudos, BALB/cAnN.Cg-Foxni™/CrINarl

b. Ratones desnudos atimicos, hembras (nu/nu) de 4-6 semanas de edad.

c. Peso corporal: entre 15y 20 g en el dia de inoculacién de las células tumorales.
D. Modelos de xenoinjerto de carcinoma pancreatico humano:

1. Para crear el modelo de xenoinjerto subcutaneo, se inocularon ratones desnudos atimicos hembra (4-6 semanas
de edad) subcutaneamente con 1 x 107 células AsPC-1 en 0,1 mL de medio DMEM libre de suero que contenia 20%
de Matrigel (BD Biosciences, Bedford MA).

2. Los animales que portaban un tumor se dividieron en los siguientes 6 grupos como en la tabla 1.

3. Los ratones se monitorizaron por la actividad y condicién fisica cada dia, y la determinacién del peso corporal y la
medida de la masa tumoral debia hacerse una vez a la semana. La imagen del tumor se fotografiara mediante una
camara digital y el sistema de imagen Visualsonic Vevo 2100. La masa tumoral se determina mediante la medida del
calibrador en dos diametros perpendiculares del implante y se calculan usando la férmula (4/3) X (T X a X b?), donde
“a” significa el diametro largo y "b” es el diametro corto.

E. Articulos de la prueba:

Los farmacos de quimioterapia clinica se compraron a Sigma-Aldrich Co. LLC, y se prepararon de |a siguiente manera:
- Erlotinib (concentracién de las existencias 100 mM en DMSO, Catalogo Sigma nim. E4997).

- 5-Fluorouracilo (concentracion de las existencias 100 mM, catélogo Sigma ndm. F6627).

- Gemcitabina (concentracién de las existencias 100 mM en DMSO, catélogo Sigma nuim. G6423).

- Irinotecano (concentracion de las existencias 100 mM en DMSO, catalogo Sigma num. [14086).
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- Oxaliplatina (concentracién de las existencias 50 mM en DMSQO, catalogo Sigma nim. O9512).
- Paclitaxel (concentracion de las existencias 10 mM en DMSO, catalogo Sigma ndm. T7402).

Para la prueba in vivo, se compré gemcitabina (G) a Eli Lilly (Indianapolis, IN, EE.UU.), y paclitaxel (P) se compr6 a
Sigma-Aldrich.

F. Disefio del experimento in vitro:

a. Citotoxicidad de los articulos de la prueba (TCso): se sembraron 3 x 10* células de AsPC-1 (contadas por el
contador de células, contador de células automatizado o hemocitémetro LUNA™) por pocillo y se cultivaron en una
placa de cultivo celular de 48 pocillos. Las células se trataron con un unico articulo de 400 u 800 uM con dilucién en
serie a 0 M. Después de 48 o 72 horas de tratarse, el ensay MTT se realizd para medir el efecto del tratamiento en
la viabilidad de las células AsPC-1 durante la proliferacion. La absorbancia a 595 nm se midié usando un lector de
microplaca (BioTEK, Synergy™ H1). Las curvas de sensibilidad del articulo y los valores de TCso se calcularon
usando el software GraphPad Prism 4.0.

b. Terapia de combinaciéon del compuesto 1 y farmacos de quimioterapia: Este estudio también contiene la
citotoxicidad del compuesto 1 mas un farmaco de quimioterapia de selecciones para investigar la eficacia de dicha
combinacién. El compuesto 1 combinado con cada uno de paclitaxel, gemcitabina, 5-FU, oxaliplatina, erlotinib e
irinotecano, respectivamente. Después de tratarse 72 horas, el ensayo de MTT se realizé para medir el efecto del
tratamiento de la viabilidad de las células AsPC-1 durante la proliferacién. La absorbancia a 595 nm se midi6é usando
un lector de microplaca.

c¢. Evaluacion de las interacciones de los farmacos: el ensayo de MTT se realizé también para probar el efecto de
las combinaciones de farmacos en la viabilidad de las lineas celulares AsPC-1, PANC-1 y CaPan-2. El método del
isobolograma del indice de combinacién (IC) de Chou y Talalay (Chou, T. C.; Talalay P. “Quantitative analysis of
dose-effect relationships: the combined effects of multiple drugs or enzyme inhibitors”, Advances in enzyme
regulation, 1984, 22, 27-55; Chang T. T.; Chou, T. C. "Rational approach to the clinical protocol design for drug
combinations: a review”, Acta paediatrica Taiwanica = Taiwan er ke yi xue hui za zhi, 2000, 41, 294-302) que se basa
en el principio del efecto mediano, se usé para calcular el sinergismo o antagonismo para los efectos de los farmacos
combinados. Las curvas del efecto con la dosis para cada farmaco, separadamente y en combinacion, en
concentraciones diluidas en serie se representaron usando la ecuacién del efecto mediano y la gréfica (Chou, T. C.
“The median effect principle and the combination index for quantitation of synergism and antagonism” en Synergism
and antagonism in chemotherapy (eds.: T. C. Chou y D. C. Rideout), Academic Press, San Diego, 1991, pags. 61-
102) y la ecuacion de IC y la grafica (Chou T. C.; Motzer, R. J.; Tong, Y.; Bosl, G. J. “Computerized quantitation of
synergism and antagonism of taxol, topotecan, and cisplatin against human teratocarcinoma cell growth: a rational
approach to clinical protocol design”, Journal of the National Cancer Institute, 1994, 86, 1517-1524). Los valores de
IC a diferentes niveles de efecto y dosis y los isobologramas se generaron automaticamente usando el software
informatico CompuSyn (Chou, T. C.; Martin, N. CompuSyn for Drug Combinations, Combosyn, Inc., Apartado de
correos 1277, Paramus, NJ, 2005). Con este método, los efectos aditivo, sinérgico o antagoénico, se indican mediante
los valores de IC de 1, <1 y >1, respectivamente.

G. Disefio del experimento in vivo:

a. Inyecciones de células: los ratones se inyectaron subcutaneamente en el torax lateral derecho con 1 x 107 células
AsPC-1 de carcinoma pancreatico humano viables. Un total de 60 ratones se inyectaron, con aproximadamente 36
ratones que portaban tumores que se usaron en este estudio.

b. Selecciones de animales y asignacion de grupo: Este estudio contenia seis (6) grupos y cada grupo incluia ocho
(8) o nueve (9) ratones respectivamente. Cuando los tumores alcanzaron un tamario de la ventana de objetivos de
aproximadamente 100-200 mg (mm3), se seleccionaron aleatoriamente 54 ratones que portaban tumores y se
clasificaron en uno de 6 grupos. El grupo 1 es un control negativo tratado con disolvente y contenia ratones que
recibieron el tratamiento-1. Los grupos 2, 3, 4, 5 y 6 contenian ratones que recibieron tratamiento-2, tratamiento-3,
tratamiento-4, tratamiento-5 y tratamiento-6, respectivamente. La tabla 1 enumera concentraciones de articulos de
prueba, articulos de disolvente y horarios de dosificacion.

c. Preparacion de la dosis:
c-1: Compuesto 1 (A)
i. Se pes6 una cantidad apropiada de compuesto 1y se afiadié en un tubo de 50 mL.

ii. Se afiadié una cantidad apropiada de aceite de maiz (Sigma-Aldrich) en el tubo de 50 mL. Se mezclé la
formulaciéon con vortice hasta que se homogeneizé completamente. Se sacé la formulacién a una jeringa
desechable y se transfirid a tubos marrones de 4 mL, 3,2 mL/tubo.

iii. Se almacené la suspension en condiciones de congelacion (-20 °C) hasta que se uso.
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iv. Se descongel6 totalmente la formulacién en un bafio de agua a 37 °C el dia previsto de uso.
c-2: Gemcitabina (G)

i. Se almacenaron las existencias de gemcitabina como una disolucién de 50 mg/mL en PBS estéril a -20 °C (lto,
D. et al., “In vivo antitumor effect of the mTOR inhibitor CCI-779 and gemcitabine in xenograft models of human
pancreatic cancer”, International journal of cancer 2006, 118, 2337-2343; Awasthi, N. et al. “Comparative benefits
of Nab-paclitaxel over gemcitabine or polysorbate-based docetaxel in experimental pancreatic cancer”,
Carcinogenesis, 2013, 34, 2361-2369).

ii. Antes de los estudios en animales, se pes6 una cantidad apropiada de gemcitabina en un tubo de 4 mL.

iii. Se afiadié un volumen apropiado de vehiculo-I (50% de etanol y 50% de Tween-80 (v/p)) en el tubo de 4 mL
y se agitd hasta que el material se disolvié completamente.

iv. Se afiadié un volumen apropiado de solucién salina fisiolégica en el tubo de 4 mL y se movio el tubo de lado
a lado hasta homogeneizar completamente la disolucion.

c-3 Paclitaxel (P)

i. Se disolvieron las existencias de paclitaxel en etanol al 100% a una concentracién final de 10 mg/mL (Shi, B.
et al., “The farnesyl protein transferase inhibitor SCH66336 synergizes with taxanes in vitro and enhances their
antitumor activity /n vivo”, Cancer chemotherapy and pharmacology, 2000, 46, 387-393; Chang, C. C. et al,,
“Reversal of multidrug resistance by two nordihydroguaiaretic acid derivatives, M4N and maltose-M3N, and their
use in combination with doxorubicin or paclitaxel”, Cancer chemotherapy and pharmacology, 2006, 58, 640-653;
Awasthi, N. et al. “Comparative benefits of Nab-paclitaxel over gemcitabine or polysorbate-based docetaxel in
experimental pancreatic cancer”, Carcinogenesis, 2013, 34, 2361-2369).

ii. Antes de los estudios en animales, se pes6 una cantidad apropiada de paclitaxel en un tubo de 4 mL.

iii. Se afiadid un volumen apropiado de vehiculo-I° en el tubo de 4 mL y se agit6é hasta que el material se disolvio
completamente.

iv. Se afiadié un volumen apropiado de solucion salina fisioldgica en el tubo de 4 mL y se movi6 el tubo de lado
a lado hasta homogeneizar completamente la disolucién.

Tabla 1: Grupos de tratamiento del xenoinjerto de AsPC-1:

Numero de EtiqueFa de Dosis/raton/dia o tiempo Ry_ta d?, VoIl_Jmen Qe Frecuencia
grupo tratamiento dosificacion dosis / ratén
} Disolvente (aceite de
1 Tratamiento-1 maiz) Oral
2 Tratamiento-2 A (120 mg/kg) Oral (A)
A (120 mg/kg)
3 Tratamiento-3 Oral (A) / IV (G)
G (100 mg/kg) Oralmente
una vez al
A (120 mg/kg) 100 plpara | i) v/ gos
4 Tratamiento-4 Oral (A)/ IV (P) oral, 20 — veces a la
P (5 mg/kg) 30 L:R/para semana
G (100 mg/kg) durante 4
5 Tratamiento-5 IV(GyP) semanas
P (5 mg/kg)
G (10 mg/kg)
6 Tratamiento-6 P (30 mg) Oral (AIZ))IV Gy
A (120 mg/kg)

Observaciones y examenes del sistema in vivo:

A. Observaciones clinicas: se realizaron observaciones clinicas de cada animal de estudio y al menos una vez al dia
(incluyendo fines de semana y fiestas) por sefiales de morbilidad, mortalidad y toxicidad del articulo de prueba. La
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morbilidad incluye sefiales de enfermedad como tal, pero no se limita a, demacracién, deshidratacién, letargia, postura
encorvada, apariencia descuidada, disnea y manchado de orina o fecal. Todos los descubrimientos anormales se
grabaran.

B. Pesos de los animales: los pesos de los animales individuales se tomaron una (1) vez por semana después/antes
de la dosificacion. Los pesos se grabaron primero antes de las inyecciones celulares y se continuaron durante la
duracién del estudio.

C. Medidas tumorales: el sitio de inyeccién de cada animal se monitorizé una (1) vez por semana por sefiales del
crecimiento tumoral. A lo largo del estudio, la longitud (a) y la anchura (b) de cualquier tumor desarrollado se midi6 en
milimetros (mm) usando pies de rey, donde a es la mas larga de las dos (2) dimensiones. El tamafio de tumor aplicable
en milimetros (mm) o centimetros (cm) se calculd usando la férmula asociada con un elipsoide prolato: M =
(4/3) X (m X a X b?); y estos datos se grabaron.

D. Evaluacién del efecto sinérgico del farmaco mediante la inhibicién del crecimiento tumoral (TGI) y relacion inhibidora
del tumor (TIR, por sus siglas en inglés): el volumen de la inhibiciéon de crecimiento del tumor (TGl) para cada grupo
se calculd segun la siguiente férmula:

Inhibicién de crecimiento tumoral (%) = (1-[T-To] / [C-Co]) x 100

Ty Toson los volimenes tumorales medios en el ltimo diay el dia 1 de tratamiento, respectivamente, para los grupos
experimentales. Para los grupos de control, C y Co son los volimenes tumorales en el tltimo dia y el comienzo del
estudio, respectivamente.

Para TIR, en la 42 semana después del tratamiento, los ratones se sacrificaron, y los tumores se extirparon
cuidadosamente y se pesaron después de lavar cualquier resto de sangre con PBS. La relacién inhibidora tumoral se
calculé por la formula:

Relacién inhibidora tumoral (%) = [Weontrol — Whratado)/Woeortrol] X 100%
Wiratado ¥ Weontrol SON [0S pesos tumorales promedio de los ratones tratados y de control, respectivamente.

D. Parametros hematolégicos: se recogié sangre cardiaca en EDTA para analizar parametros hematolégicos como el
recuento de células sanguineas blancas (WBC), recuento de células sanguineas rojas (RBC), concentracién de
hemoglobina (HB), hematocrito, hemoglobina corpuscular media y concentracién, anchura de distribucion de
plaquetas, recuento de plaquetas, neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinéfilos. Esto se determiné usando recuento
de hematologia (Abbott Cell-Dyn 3700, IL).

Andlisis estadistico: todos los datos se presentaron como media terror estandar de la media (EEM). El andlisis
unidireccional de la varianza (ANOVA) se us6é para determinar la significancia entre grupos. Para multiples
comparaciones de mas de dos grupos, el analisis ANOVA se usé y fue seguido por pruebas a posteriori con la
correccion de Bonferroni. Un valor de p<0,05 se consider6 que era significativo.

llustracién del horario diario del estudio de xenoinjerto:

Horario de inyeccidn de células de carcinoma pancreatico humano de AsPC-1

T

Corsienas
% 2 & 3
0y A S ‘ ]
2
& ' mss?gmcﬁ i ;
12 semana 2* semana | i i 3% semana {
& 1 Gufulas de carcingma pancreation humans
SEEREREEE de ASPC-1 implantades en ef dia
‘? ? §~ TAdministrade oral - Tratamiento-1, Tratamiento-2,
* Siral ‘;\ Tratamientoe-3, Tratamiente-4 ¥ Tratamiento-§
" | i : Dia de inyescién {Iv) - Tratanento-3,
§: ;E T Tratamdento-d y Tralamiento-6
3‘ : Madida del tumur ¥ peso corporat
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Resultados:

Citotoxicidad in vitro: para evaluar la eficacia terapéutica combinatoria del compuesto 1 ejemplar, se midio la viabilidad
de las lineas celulares AsPC-1 tratadas usando el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). Se investigd la concentracion téxica (CTso) del compuesto 1 (es decir, antroquinonol) y farmacos de
quimioterapia en la linea celular de AsPC-1. Las FIG. 1 a 7 y la tabla 2 muestran la citotoxicidad del compuesto 1y
farmacos de quimioterapia en la linea celular AsPC-1. Segln estos resultados, se confirmé que el compuesto 1 y el
tratamiento de combinacion de farmacos de quimioterapia en la viabilidad celular de AsPC-1 seguido por concentracion
de farmaco en la tabla 3. Las células AsPC-1 se incubaron individualmente con el compuesto 1 o cada una de las
combinaciones de farmacos durante 48 h y 72 h. En las FIG. 8 y 9, se midi6 la viabilidad de las células de AsPC-1
incubadas con el compuesto 1, los ensayos MTT de cada farmaco de quimioterapia y sus combinaciones durante 48 h
y 72 h respectivamente. Las células de AsPC-1 tratadas con compuesto 1 o farmacos de quimioterapia solos
mostraron un 75% a 80% de viabilidad del compuesto 1 con los farmacos de quimioterapia seleccionados que pueden
tener un efecto sinérgico para controlar la viabilidad de células AsPC-1. Ademas, estos resultados también indicaron
una combinacién de los farmacos clinicos probados y el compuesto 1 tiene un efecto mas extremo en células
cancerigenas pancreaticas humanas de AsPC-1 que el correspondiente tratamiento de farmaco sencillo.

Tabla 2. Efecto de farmacos anticancerigenos en la citotoxicidad a 48 y 72 horas (antroquinonol = compuesto 1)

TCso (UM)2
Farmaco
48 horas 72 horas

Antroquinonol 58,09 24,04
Erlotinib >800 >800
5-FU >800 >800
Gemcitabina >800 >800
I[rinotecano 221,3 68,34
Oxaliplatina 654,7 57,91
Paclitaxel 7,054 3,719

aTCso: la concentracion del compuesto al que la viabilidad
celular se redujo a 50%.

Se evaluaron las combinaciones de compuesto 1 con paclitaxel y/o gemcitabina, que tienen efecto sinérgico para
cancer de pancreas. Se usaron tres lineas celulares de cancer de pancreas, AsPC-1, CaPan-2 y Panc-1 se usaron
para probar las combinaciones a través del analisis de efecto mediano.

Tabla 3. Concentraciones de farmacos usados en las combinaciones en citotoxicidad de células AsPC-1.

Concentraciéon (uM)

Farmaco
48 horas 72 horas

e 2 2
Erlotinib 100 100
5-FU 100 100
Gemcitabina 100 100
Irinotecano 200 70
Oxaliplatina 200 60

Paclitaxel 7 3

Evaluacién del efecto de la terapia de combinacién del compuesto 1 con farmacos quimioterapéuticos, gemcitabina y
paclitaxel
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El analisis del efecto mediano de Chou y Talalay (Chou, T. C.; Talalay, P. “Quantitative analysis of dose-effect
relationships: the combined effects of multiple drugs or enzyme inhibitors”, Advances in enzyme regulation, 1984, 22,
27-55) se uso para calcular el IC para la formula de combinacién de cada farmaco. Por lo tanto, el valor IC se usé para
determinar si hay un efecto sinérgico entre el compuesto 1 y gemcitabina, y/o paclitaxel en este estudio. En las lineas
celulares AsPC-1, CaPan-2 y Panc-1, las dos o tres combinaciones de compuestos del compuesto 1 con farmacos de
quimioterapia, paclitaxel y gemcitabina, fueron fuertemente sinérgicas (IC < 1, FIG. 11) a través de todo el intervalo de
dosis (p. €j., véase las FIG. 10 y 11). Estos resultados presentaron que el compuesto ejemplar (es decir, compuesto
1) con un segundo o tercero farmacos quimioterapéuticos usados actualmente inhiben fuertemente el crecimiento de
cancer de pancreas especialmente en la combinacién de tres compuestos.

Actividad antitumoral in vivo del modelo de xenoinjerto subcutaneo de AsPC-1.

La actividad antitumoral de |a terapia de combinacién que comprende el compuesto 1 ejemplar se evalu6 en los ratones
desnudos que portan el tumor AsPC-1. Las células AsPC-1 se inyectaron subcutaneamente 7 dias antes de comenzar
el tratamiento de los ratones (Tabla 1). Estos animales recibieron entonces la administracién diaria de diversas
combinaciones de farmaco durante 28 dias. En el dia 28, todos los ratones de prueba se sacrificaron y los tumores
correspondientes se extirparon para estudios adicionales. Como se muestra en las FIG. 13 y 14, al final de los
experimentos, los ratones tratados con la combinacién de compuesto 1 y gemcitabina (T3), o la combinacién del
compuesto 1 gemcitabina y paclitaxel (T6), mostraron una regresién tumoral altamente significativa con un lento
crecimiento en el volumen tumoral. Los ratones en los otros cuatro grupos de tratamiento mostraron un estricto
crecimiento tumoral en comparacién con los grupos T3 y T6. La tasa de inhibicion del crecimiento tumoral aumento
significativamente en la combinacién de compuesto 1 y gemcitabina (T3), o la combinacién del compuesto 1,
gemcitabina y paclitaxel (T6) (FIG. 15) en comparacién con los grupos (FIG. 16, T2, T4y T5).

La FIG. 17 ilustra los resultados del tratamiento representados por las imagenes de ultrasonido del xenoinjerto de
tumor pancredtico de AsPC-1 durante el periodo de tratamientos. Las fotografias de los tumores de los ratones
sacrificados se muestran en la FIG. 18A. Puede verse que los volimenes tumorales en ratones tratados con el
compuesto 1 y gemcitabina son significativamente menores que los tratados con otras combinaciones. En particular,
la FIG. 18B muestra que el peso del tumor en los ratones tratados con compuesto 1 y gemcitabina es mucho menor
en comparacion con los otros grupos. Todos estos resultados demuestran que la terapia de combinacion descrita en
la presente memoria tiene una eficacia inhibidora del crecimiento tumoral predominante. La tasa inhibidora tumoral
(TIR) en cada grupo se calculé también en base a los pesos tumorales finales (FIG. 19). El crecimiento tumoral se
inhibié significativamente en los grupos de compuesto 1 mas gemcitabina (FIG. 19, T3), y el compuesto 1 mas los
otros dos farmacos (FIG. 19, T6).

Para confirmar que la eficacia terapéutica de la terapia de combinacion basada en el compuesto 1 ejemplar es mucho
mejor que la del farmaco de mono-quimioterapia, los efectos sinérgicos de las combinaciones de farmaco
seleccionadas se evaluaron por el volumen tumoral de la relacién tratamiento a control (TCR, por sus siglas en inglés),
la inhibicién del crecimiento tumoral (TGI) y la relacion inhibidora del tumor (TIR). En los xenoinjertos de AsPC-1, la
monoterapia del compuesto 1 fue capaz de inhibir el crecimiento tumoral, con relaciones de tratamiento a control (TCR)
de 0,55. La combinacién del compuesto 1 y la gemcitabina (tabla 4, Ge + Aq) produjo una actividad antitumoral
dramaticamente aumentada en comparacion con los demas tratamientos de un compuesto o combinaciones de dos
compuestos (TCR 0,36; tabla 4; Fig. 13). Mientras tanto, la combinacién con tres medicinas que comprenden
compuesto 1 (tabla 4, Px + Ge + Aq) también indujo una fuerte actividad antitumoral en comparacién con cualquiera
de monoterapias u otras terapias de combinacién (TCR 0,46; tabla 4; Fig. 13). Segun esos resultados, el compuesto
1 en combinaciones con gemcitabina, o0 con paclitaxel adicional tienen actividad antitumoral mejorada,
significativamente.

Ademas, no se observé una pérdida de peso significativa en los ratones que portaban un tumor tratados con diversas
combinaciones, indicando efectos secundarios insignificantes del compuesto 1y otros dos farmacos de quimioterapia
para terapia tumoral a las dosis empleadas (FIG. 12). De manera coherente, el compuesto 1 y sus combinaciones no
afectaron al nimero de células sanguineas excepto para la glucosa en sangre en el xenoinjerto de AsPC-1 (tabla 5).
Segun estos datos, sugiere que el compuesto 1 y/o sus combinaciones de los mismos tienen bajo riesgo de seguridad
en tomarlos oralmente.

Tabla 4. Peso tumoral de tumores extirpados en el momento del sacrificio de los ratones desnudos macho que
portan un xenoinjerto de tumor pancreatico de AsPC-1 subcutaneo después de 28 dias de tratamientos.

Grupos de tratamiento”

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Peso del

tumor 0,42+0,112 0,21 +0,07° 0,11 £ 0,05° 0,22 £ 0,16° 0,31 +0,21° 0,24 +0,09°
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#Seis grupos de tratamiento de los ratones administrados con aceite de maiz (T1), compuesto 1 (T2), combinacién de
compuesto 1 y gemcitabina (T3), combinacién del compuesto 1 y paclitaxel (T4), combinacién de gemcitabina y
paclitaxel (T5) y combinacion del compuesto 1, gemcitabina, y paclitaxel (T6).

- Los pesos del tumor son medias = EEM. Los valores en la misma fila van seguidos por un superindice diferente (a-
b) estan significativamente a P<0,05.

Tabla 5. Actividad antitumoral sinérgica por combinaciones del compuesto 1 (Aq), paclitaxel (Px) y gemcitabina (Ge)
en el xenoinjerto de AsPC-1.

Xenoinjerto Tratamiento Respuesta, TCR TGI (%) TIR (%)

Control 1,00 - -

Aq 0,55 51 45

Ge + Aq 0,36 73 64

AsPC-1

Px + Aq 0,60 49 40

Px + Ge 0,67 40 33

Px + Ge + Aq 0,46 65 54

Abreviaturas: Ag, compuesto 1; Px, paclitaxel; Ge, gemcitabina; TCR, volumen tumoral de la relaciones de tratamiento
a control; TG, volumen de la inhibicién del crecimiento tumoral; TIR, relacién de inhibicién del peso del tumor.

Tabla 6. Valores hematolégicos de cada grupo de tratamiento en el estudio de xenoinjerto de AsPC-1.

Referencias

del intervalo
6 (P, G de 10-18
Parametro Unidad T1 (control) T2 (A) T3 (G, A) T4 (P, A) T5 (P, G) A), ’ semanas
de ratones
ICR
hembras
WBC 109/L 6,10+0,83 7,34+0,71 892+1,11 8,65%0,64 7,33+1,46 7,65+0,92 4,20-8,86
RBC 10%L 9,16 +1,34 993+1,34 912+0,94 905+122 977+143 9,26+157 7,99-10,83
HGB g/dL 15,5+0,9 156 £1,1 15,704 146 £2,9 16,2+14 16,1 £1,9 14,3-16,7
HCT % 512+1,6 50,3+1,8 52,1+21 549+27 539+21 55,9 +3,3 49,0-63,1
MCV fL 549 +1,7 53,6 £2,3 576 £41 53,1+14 56,6 +4,3 53,1+5,3 53,6-65,4
MCH Pg 154 £0,5 15,3 +£0,3 155+£0,7 16,1 £ 0,6 16,1 +1,1 16,1 £1,9 15,8-16,8

Abreviaturas: WBC — recuento de glébulos blancos, RBC — células sanguineas rojas, HGB — hemoglobina, HCT —
hematocrito, MCV — volumen corpuscular medio, MCH — hemoglobina corpuscular media. Los valores son medias +
EEM (n = 3 en cada grupo de tratamiento).

Como se muestra en los resultados del estudio, se muestra claramente los beneficios inesperados superiores
utilizando las composiciones que comprenden el compuesto 1 ejemplar y los farmacos de quimioterapia clinica
actuales como paclitaxel y gemcitabina frente al cancer de pancreas. Los estudios de viabilidad celular mostraron que
los tratamientos con dichas combinaciones dieron por resultado una actividad de inhibicion mucho mayor que el
compuesto 1 o los otros farmacos de quimioterapia solos, sugiriendo un efecto sinérgico y/o aditivo. Dicho efecto se
confirmo por las combinaciones de compuesto 1 con gemcitabina sola, y con paclitaxel adicional que muestra una
inhibicion significativa de crecimiento tumoral en ratones que portan tumores.

Ejemplo 3. Un estudio en fase | para determinar la dosis maxima tolerada (MTD, por sus siglas en inglés) y para

evaluar la seguridad/tolerancia, farmacocinéticas, farmacodinamicas y eficacia preliminar del compuesto 1 en
combinacién con nab+paclitaxel+gemcitabina en cancer de pancreas metastasico de primera linea
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Introduccién: en 2011, la combinacién multifArmaco de leucovorina, fluorouracilo, irinotecano y oxaliplatina
(FOLFIRINOX) se anot6 para proporcionar una supervivencia media aumentada de 4,3 meses frente a la gemcitabina;
sin embargo, dado su perfil de efectos secundarios, esta disponible solo para un grupo selecto de pacientes con cancer
de pancreas avanzado. Los pacientes se asignaron aleatoriamente para recibir FOLFIRINOX o gemcitabina. La
supervivencia general mediana (OS, por sus siglas en inglés) fue 11,1 meses en el grupo de FOLFIRINOX en
comparacién con 6,8 meses en el grupo de gemcitabina (relacion de riesgo [HR] por muerte = 0,57; 95% de intervalo
de confianza [IC], 0,45 a 0,73; p<0,001). La supervivencia libre de progresion mediana (PFS) fue 6,4 meses en el
grupo de FOLFIRINOX y 3,3 meses en el grupo de gemcitabina (HR para la progresién de la enfermedad = 0,47; 95%
de IC; 0,37 a 0,59; p<0,001).

Mas recientemente, la combinacién de gemcitabina mas nab-paclitaxel (la formulacién de nanoparticulas unidas a
albumina de 130 nm de paclitaxel) se mostré que aumenta la supervivencia mediana en 1,8 meses, con OS aumentado
a 1y 2 afos; los efectos adversos fueron razonables e incluian citopenias y neuropatia periférica. El ensayo MPACT
en fase lll, internacional, multicentro, incluyé 861 pacientes con adenocarcinoma pancreatico metastasico no tratado
previamente. Los pacientes se asignaron aleatoriamente para recibir gemcitabina y nab-paclitaxel 0 monoterapia de
gemcitabina. EI OS mediano fue 8,5 meses en el grupo de nab-paclitaxel/gemcitabina en comparacién con 6,7 meses
en el grupo de gemcitabina (HR para la muerte = 0,72; 95% de IC, 0,62 a 0,83; p<0,001). La PFS mediana fue 5,5
meses en el grupo de nab-paclitaxel/gemcitabina y 3,7 meses en el grupo de gemcitabina (HR para la progresion de
la enfermedad = 0,69; 95% de IC, 0,58 a 0,82, p<0,001).

Las recomendaciones actuales de la Red nacional integral del cancer sugieren combinaciones aceptables de
quimioterapia de primera linea para pacientes con buen estado funcional (es decir, estado funcional (PS, por sus siglas
en inglés) del grupo de oncologia cooperativa del este (ECOG) de 0 o 1), en base a la preferencia del paciente y el
sistema de apoyo disponible. Estas combinaciones incluyen FOLFIRINOX para pacientes con perfil de comorbilidad
mejor/favorable, o gemcitabina méas nab-paclitaxel para pacientes con perfil de comorbilidad adecuado/aceptable, nab-
paclitaxel + gemcitabina, y gemcitabina mas erlotinib. La gemcitabina sola se recomienda para pacientes con ECOG
PS 2 o con un perfil de comorbilidad que descarta otros regimenes; la adicién de capecitabina o erlotinib puede
ofrecerse. Las directrices para elegir un régimen de tratamiento apropiado para pacientes con cancer de pancreas
metastasico permanece por tanto, ambiguo, y en ausencia de un ensayo aleatorizado que compare los regimenes de
combinacion cara a cara, la terapia de primera linea mas apropiada para estos pacientes no queda clara.

Como se muestra en el ejemplo 2, el compuesto 1 ejemplar ha mostrado actividad antitumoral y un bajo perfil de
toxicidad en experimentos animales preclinicos in vitro e in vivo. En un estudio no clinico separado usando el modelo
de xenoinjerto de cancer de pancreas humano PANC-1 ortotépico con compuesto 1 realizado en 2012, se trataron
cuatro grupos de ratones con 30 mg/kg, 60 mg/kg, 90 mg/kg de compuesto 1 y vehiculo de control, respectivamente
para examinar la eficacia terapéutica in vivo del compuesto 1. Se midieron los volimenes tumorales y los pesos
tumorales 10 dias después del tratamiento con farmaco (19 dias después de la implantacion del tumor). El tratamiento
con compuesto 1 a 30, 60 y 90 mg/kg produjo una actividad antitumoral eficaz con volimenes tumorales y pesos
tumorales medios estadisticamente significativamente mas pequefios en los tres niveles de dosificacién en
comparacién con el vehiculo de control. Las tres dosis de antroquinonol fueron bien toleradas por los ratones que
portaban el tumor: no se observé una grave pérdida de peso durante el estudio.

En los estudios tempranos del ensayo clinico presentados, el antroquinonol (es decir, compuesto 1) en niveles de
dosis de 50, 100, 200, 300, 450 y 600 mg, dado diariamente durante 4 semanas, fue generalmente seguro y bien
tolerado, ya que no se identificaron preocupaciones de seguridad particulares o DLT en este estudio. Los datos
generados a partir de los perfiles de seguridad y farmacocinéticos (PK) en este estudio pudieron soportar mas estudios
de antroquinonol en sujeto con malignidades avanzadas para determinar la dosis maxima tolerada (MTD, por sus
siglas en inglés) y la eficacia en poblaciones de pacientes dados.

Objetivos del estudio

Los objetivos principales de este estudio son: determinar la MTD o dosis maxima factible (MFD, por sus siglas en
inglés) del compuesto 1 en combinacién con nab+paclitaxel+gemcitabina en sujetos con cancer de pancreas
metastasico. Aunque el compuesto 1 se ha evaluado para un tratamiento de cancer, se sabe en el campo que muchos
farmacos para el cancer son menos eficaces en el tratamiento de cancer metastasico.

Expansién de la cohorte: para evaluar la actividad antitumoral del antroquinonol en combinacién con
nab+paclitaxel+gemcitabina en sujetos con cancer de pancreas metastéasico.

Los objetivos secundarios de este estudio son:

Aumento de dosis:

s Evaluar la seguridad y tolerabilidad de la combinacién de antroquinonol y nab+paclitaxel+gemcitabina.
e  Caracterizar la PK de antroquinonol y nab+paclitaxel+gemcitabina.

s Evaluar la actividad de antroquinonol a partir de la monitorizacién rutinaria del cancer de pancreas.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2969 766 T3

s Explorar la actividad antitumoral preliminar del antroquinonol en combinacién con nab+paclitaxel+gemcitabina en
sujetos con cancer de pancreas metastasico.

Expansion de cohorte: evaluar la seguridad y tolerabilidad de MFD de la combinacién de antroquinonol y
nab+paclitaxel+gemcitabina; caracterizar la PK del antroquinonol y nab-paclitaxel-gemcitabina; evaluar la actividad del
antroguinonol a partir de la monitorizacion rutinaria del cancer de pancreas.

Puntos finales del estudio
Puntos finales principales
Aumento de la dosis:

¢ Ocurrencia de DLT en el 1¢' ciclo de 28 dias de tratamiento. La definicién de DLT (graduando segun los criterios
de terminologia comun de NCI para eventos adversos [CTCAE] v.4.03):

s Toxicidad no hematolégica de grado 3 o superior que excluye: diarrea, nduseas o vomitos de grado 3 que se
resuelve en el periodo de 3 dias desde el comienzo a grado 1 o a grado base con tratamiento apropiado

e  Trombocitopenia 0 neutropenia de grado 4 que dura 248 horas.
* Neutropenia febril de = grado 3
e  Trombocitopenia de grado 3 con sangrado.

s Toxicidad persistente de grado 2 o mayor que provoca un retraso de mas de 14 dias en la administracién de la
dosis.

Los EA que se consideran por el investigador que estan relacionados con la condicién de la enfermedad subyacente,
medicacion simultanea o a nuevos eventos o tratamiento médicos no relacionados no se definiran como una DLT.

Expansién de la cohorte:

Punto final principal: evaluar la actividad antitumoral del antroquinonol en combinacién con
nab+paclitaxel+gemcitabina en sujetos con cancer de pancreas metastéasico.

Puntos finales secundarios:

Seguridad: la seguridad se evaluara usando los EA, examenes fisicos, descubrimientos en el laboratorio (que incluyen
quimica clinica, hematologia y urinalisis), signos vitales (que incluyen presién sanguinea y pulso) y
electrocardiogramas (ECG).

Eficacia: tasa de respuesta objetiva (ORR, por sus siglas en inglés), duracién de la respuesta (DoR, por sus siglas en
inglés), velocidad de control de la enfermedad (DCR, por sus siglas en inglés), y PFS usando las evaluaciones del
investigador segun RECIST 1.1 (las evaluaciones se dan cada 8 semanas), OS.

Farmacocinéticas: se evaluara la concentracion en plasma de antroquinonol y la combinacién
nab-+paclitaxel+gemcitabina y los parametros de PK.

Biomarcadores: evaluar la actividad del antroquinonol a partir de monitorizacién rutinaria del cancer de pancreas.
Plan de investigacion
Disefio general del estudio y descripcion del plan

Este es un estudio de fase | multicentro, abierto a inspeccién publica, de una sola rama, del compuesto 1 en
combinacién con nab-paclitaxel y gemcitabina en sujetos que no han tenido tratamiento de primera linea con
carcinoma de pancreas metastasico en etapa IV.

La primera parte del estudio seguira un disefio de aumento de dosis de 3+3 para determinar la MTD o MFD (en base
a la PK y la fuerza de las capsulas) de antroquinonol en combinacion con el régimen de dosis estandar de nab-
paclitaxel y gemcitabina. Se planean dos niveles de dosis de antroquinonol dado TID en base a los datos de aumento
de dosis y fuerzas de las capsulas. El nimero final de sujetos estara basado en el nimero de niveles de dosis
investigadas y la ocurrencia de DLT. Pueden tratarse hasta 12 sujetos en esta parte de estudio. Un comité de
monitorizacién de la seguridad (SMC) se establecera para este estudio para revisar las DLT y los datos generales de
seguridad y juzgar la relevancia de los eventos en el esquema de aumento de la dosis.

Después de la determinacién de MTD/MFD, la inscripcién continuara con una dosis fija de antroquinonol (MTD o MFD).
Esta previsto un maximo de 40 sujetos evaluables en esta parte del ensayo de expansion de cohorte.
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Producto de investigacion, dosificacién y modo de administracion

¢ Dosis en aumento de compuesto 1 (200 a 300 mg) por administracién TID, oral, hasta la toxicidad inaceptable o
progresion de la enfermedad, y en ausencia de criterios de suspension.

e 125 mg/m? de nab-paclitaxel y 1000 mg/m? de gemcitabina por medio de infusion intravenosa (IV), ambos
administrados los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias (es decir, 1 ciclo = semanalmente durante 3 semanas,
después 1 semana libre) hasta toxicidad inaceptable o progresion de la enfermedad.

Definicién de DLT y evaluacién

La toxicidad limitante por la dosis se define como la ocurrencia de cualquiera de las toxicidades esbozadas a
continuacién que se dan durante el periodo de evaluacién de DLT que se determina que estan relacionadas o
posiblemente relacionadas con la combinacion de productos medicinales en investigacion (IMP, por sus siglas en
inglés). El periodo de evaluacion de DLT sera el primer ciclo de tratamiento de 28 dias. La gradacién de toxicidad se
determinara usando NCI CTCAE versién 4.03. Las toxicidades limitantes por la dosis se definiran como:

s Toxicidad no hematologica de grado 3 o superior que excluye:

- Diarrea, nauseas y vomitos de grado 3 que se resuelve en el periodo de 3 dias desde el comienzo a
grado 1 0 a grado base con tratamiento apropiado.

e  Trombocitopenia o neutropenia de grado 4 que dura 248 horas
* Neutropenia febril 2 de grado 3
e  Trombocitopenia de grado 3 con sangrado

s Toxicidad persistente de grado 2 o superior que provoca un retraso de mas de 14 dias en la administracion de la
dosis.

Los EA que se consideran por el investigador que estan relacionados con la condicién de enfermedad subyacente,
medicacién simultanea, o a nuevos eventos médicos o tratamiento nuevos no relacionados no se definiran como una
DLT.

Seleccion de la poblacion de estudio
Criterios de inclusion: para ser elegibles para participar en el estudio, los sujetos deben cumplir los siguientes criterios:
1. Sujetos hombres o0 mujeres = 18 afios 0 mayores.

2. Adenocarcinoma ductal metastasico del pancreas confirmado histolégicamente o citolégicamente, medible segun
el RECIST 1.1.

3. La enfermedad metastasica tenia que haberse diagnosticado en el periodo de 6 semanas antes de la
aleatorizacion.

4. Sujetos que no han recibido tratamiento con adenocarcinoma ductal pancreatico metastasico que no han recibido
terapia sistémica previa (excepto terapia adyuvante o neoadyuvante si la progresién ocurrié hace > 6 meses desde
el dltimo tratamiento o cirugia, respectivamente, y no antes de nab-paclitaxel).

5. Funcioén hematolégica, hepatica y renal adecuadas, que incluyen:
- Hemoglobina 29 g/dL

- Recuento absoluto de neutréfilos 21500/mm3

- Recuento de plaguetas 2100.000/mm?3

- Bilirrubina total 1,5 x limite superior de la normal (ULN, por sus siglas en inglés) excepto sujetos con sindrome de
Gilbert documentado (>3 x ULN)

- Alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) 2,5 x ULN; para sujetos con metastasis
hepatica, ALT y AST <5 x ULN

- Albumina =3 mg/dL

- Creatinina en suero <1,5 mg/dL o aclaramiento de creatinina calculado =50 mL/min como se determina por la
ecuacion de Cockeroft-Gault
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-ECOGde 0o 1.

6. Para mujeres de pueden estar embarazadas, un resultado negativo de una prueba de embarazo en suero en el
cribado y en el dia 1.

7. Dispuestos a usar dos métodos médicamente aceptados y eficaces de contracepcion de la lista posterior durante
el estudio (tanto hombres como mujeres cuando sea apropiado) y durante 3 meses después de la ultima dosis del
farmaco de estudio:

- Uso establecido de métodos hormonales orales, inyectados o implantados de contracepcién
- Colocacién de un dispositivo intrauterino o sistema intrauterino

- Métodos de barrera de contracepcion: conddn o capuchén oclusivo (diafragma o capuchoén cervical/vaginal} con
espuma/gel/pelicula/crema/supositorio espermicida.

- Esterilizacion masculina (con la documentacién apropiada posterior a la vasectomia de la ausencia de esperma en
el eyaculado)

- Abstinencia real: cuando esto esta en linea con el estilo de vida preferido y normal del sujeto.
8. ICF firmado.

9. Esperanza de vida 212 semanas.

Criterios de exclusion: los sujetos que cumplan cualquiera de los siguientes criterios no seran elegibles para participar
en el estudio:

1. Neoplasmas en las células de las isletas o enfermedad avanzada localmente.

2. Farmaco de quimio-, hormona- o inmunoterapia o de investigacion en el intervalo de 4 semanas o cinco vidas
medias de la fecha de la primera administracion del farmaco de estudio (cualquiera que sea mas corta) y/o
persistencia de toxicidades de terapias anticancerigenas previas que se considera que son relevantes.

3. Tratamiento con cualquier farmaco(s) conocido(s) por ser un fuerte inhibidor o inductor del citocromo P450 (CYP)
2C19, CYP3A4, CYP2C8 y CYP2E1 en el periodo de 14 dias de la fecha de la primera administracién del farmaco
de estudio y durante el tratamiento de estudio.

4. Otras malignidades diagnosticadas en el periodo de los Gltimos cinco afios (distintas de cancer de cuello de Utero
tratado de forma curativa in situ, cancer de piel diferente a melanoma, tumores superficiales de vejiga Ta [tumor no
invasivo] y TIS [carcinoma in situ], o cancer de prostata no metastasico en etapa 1 o0 2, que se ha tratado previamente
con cirugia o terapia de radiacioén, y el antigeno especifico de la prostata en suero esta dentro de los limites normales
[prueba realizada en el periodo de los ultimos 12 meses antes de la fecha de la primera administracién del farmaco
de estudio]).

5. Sujetos con cualquier infeccion activa seria (es decir, que necesitan un agente antibiético, antiflingico o antiviral
intravenoso).

6. Sujetos con virus de inmunodeficiencia humana conocido, hepatitis B activa o hepatitis C activa.

7. Sujetos que tienen cualquier otra enfermedad que amenace la vida o disfuncién del sistema organico, que en la
opinién del investigador, podria comprometer la seguridad del sujeto o interferir con la evaluacion de la seguridad
del farmaco de estudio.

8. Abuso de sustancias o abuso de alcohol conocido o sospechado.

9. Enfermedad interviniente incontrolada, que incluye, pero no se limita a, infeccién en desarrollo o activa, fallo
cardiaco congestivo sintomatico, hipertensiéon incontrolada, angina de pecho inestable, arritmia cardiaca,
enfermedad pulmonar intersticial, o enfermedad psiquiatrica/situaciones sociales que pudieran limitar el
cumplimiento de las necesidades del estudio, aumentar sustancialmente el riesgo de incurrir en EA del tratamiento
de estudio, o comprometer la capacidad del sujeto para dar el consentimiento informado por escrito.

10. Incapacidad de tragar medicamentos orales o un trastorno gastrointestinal agudo reciente con diarrea, p. €j.,
enfermedad de Crohn, malabsorcion, o diarrea de grado >2 de CTCAE de cualquier etiologia en la base.

11. Mujeres que estan embarazadas o dando el pecho, u hombres o mujeres de potencial reproductivo que no estan
empleando un método eficaz de contracepcion.
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Retirada de sujetos: los sujetos pueden retirar su consentimiento a participar en el estudio y los investigadores pueden
retirar a los sujetos en cualquier momento sin perjuicio. Los sujetos se retiraran del estudio o del tratamiento de estudio
si ha ocurrido cualquiera de las condiciones indicadas a continuacion:

1. Progresion de la enfermedad documentada segun los criterios de respuesta.

2. Toxicidad inaceptable.

3. El sujeto decide retirar su consentimiento informado.

4. El investigador considera que el sujeto ya no es capaz fisica y/o psicolégicamente de permanecer en el estudio.

Procedimientos de sustitucion: durante la fase de aumento de dosis, un sujeto que no experimenta DLT en el primer
ciclo y que cumple cualquiera de lo siguiente deberia sustituirse con un nuevo sujeto:

* No se completaron todas las dosificaciones del tratamiento del ensayo planeadas en el primer ciclo de 28 dias.

s Se completaron todas las dosificaciones del tratamiento del ensayo planeadas con/sin retraso; sin embargo, el
90% de la dosis total planeada de cualquier farmaco no se administra en el primer ciclo.

Guia para los investigadores en cuando acabar el régimen del tratamiento de estudio: los sujetos pueden retirar su
consentimiento a participar en el estudio y los investigadores pueden retirar sujetos en cualquier momento. Los sujetos
se retiraran del estudio o tratamiento de estudio si se cumple cualquiera de las siguientes condiciones:

1. Pérdida de seguimiento.

2. Cualquier EA o condicion médica que el investigador o patrocinador determine que puede arriesgar la seguridad
del sujeto si él o ella continda en el estudio.

3. Embarazo o intento de quedarse embarazada.

4. No cumplimiento del sujeto que, en la opinién del investigador o patrocinador, garantiza la retirada de la medicacién
de estudio (p. ej., rechazo a adherirse a las visitas programadas).

5. Inicio de terapia anticancerigena alternativa, incluyendo otro agente de investigacion.

6. Enfermedad progresiva confirmada y la determinacién del investigador de que el sujeto no se esta ya beneficiando
del tratamiento en estudio.

7. El patrocinador termina el estudio. Las razones para terminar el estudio puede incluir, pero no se limitan a, lo
siguiente: la incidencia o gravedad de los EA en este u otros estudios indica un riesgo potencial para la salud de los
sujetos; el enrolamiento del sujeto no es satisfactorio.

El seguimiento de sujetos se suspendié prematuramente del régimen de tratamiento del estudio o retirada del estudio:

Todos los sujetos atenderan una visita de seguimiento de seguridad 28 dias después de recibir la (ltima administracion
de los tratamientos en estudio. A los sujetos que interrumpen el producto en investigacién prematuramente se les
pedira volver a la clinica para una visita de terminacion temprana y puede someterse evaluaciones de seguimiento en
el formulario de informe de caso electronico apropiado (eCRF).

Tratamiento de sujetos

Tratamientos administrados: el compuesto 1 se administrara en dosis de 200 a 300 mg (niveles de dosis planeados),
TID, dado en capsulas de 100 mg (que da por resultado una dosis diaria de 600 mg a 900 mg). Los niveles de dosis
adicionales pueden investigarse como se determina por el estudio SMC. El farmaco de estudio se llenara en capsulas
nim. 2 (100 mg) y luego se envasan en una botella de polietileno protegida de la luz y se cerr6 con un pedazo de
recubrimiento del tapén de polietileno ajustado en el tapon para cada dispensacion en la visita 1 (dia 0), 3 (dia 28), 4
(dia 42), 5 (dia 56), y 6 (dia 84) y posteriores visitas para los sujetos que entran en la fase de extension. El farmaco
de estudio se etiquetara de acuerdo con los requisitos especificos del pais. Se planean varias dosis de antroquinonol
para el primer aumento de dosis parte del ensayo. El aumento de dosis seguira un disefio 3+3 basado en la ocurrencia
de DLT. La dosis de partida de antroquinonol sera de 200 mg de TID, que es la dosis actualmente investigada en el
desarrollo del ensayo de agente Unico en fase Il en NSCLC. Si no hay DLT o <1/6 de sujetos con DLT, la dosis se
aumentara a 300 mg de TID. Una dosis (MTD o MFD) se investigara en la parte de expansién de cohorte del ensayo.

Los sujetos recibiran antroquinonol mientras continlen para mostrar el beneficio clinico, como se juzgue por el
investigador, y en ausencia de criterio de suspension. El antroquinonol deberia tomarse cada 8 horas
aproximadamente 15 minutos después de una comida o ligero tentempié y no en el intervalo de + 1 hora después de
beber una bebida que contiene etanol, p. gj., una bebida alcohdlica. Los sujetos que olvidan o son incapaces de tomar
una dosis en el momento programado deberia estar instruido en tomar la dosis tan pronto como sea posible. Si no
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recuerdan o son incapaces de tomar la dosis antes de la siguiente dosis programada, deberian tomar la dosis
programada y la dosis perdida no se realizara. La fecha y el tiempo de cada administracion de farmaco de estudio
deberian registrarse en el diario del sujeto.

La dosis recomendada de nab-paclitaxel en combinacién con gemcitabina es de 125 mg/m? por medio de infusién IV
durante 30 minutos en los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias. La dosis recomendada (RD, por sus siglas en inglés)
simultanea de gemcitabina es 1000 mg/m? por medio de infusion IV durante 30 minutos inmediatamente después de
completarse la administracion de nab-paclitaxel en los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias. El tratamiento con nab-
paclitaxel + gemcitabina continuara hasta la toxicidad inaceptable o progresién de la enfermedad. Por practica clinica
y la regulacién local, en caso de toxicidad del sujeto, la administracién de tratamiento del dia 15 puede omitirse. En
este caso, el comienzo del ciclo posterior comenzara temprano, el dia 22 de la administracioén del primer ciclo (excepto
por el ciclo 1, el periodo de DLT). El calendario de evaluacion del tumor no se alterara (es decir, evaluaciones
continuaran siendo cada 8 semanas).

Seleccion y tiempos de la dosis para cada sujeto: en la parte de aumento de dosis del estudio, los sujetos se enrolaran
y se trataran secuencialmente siguiendo un disefio de aumento de dosis 3+3. En la parte de expansién de cohorte,
los sujetos se enrolaran y se trataran en paralelo.

Variables de eficacia y seguridad

Evaluaciones de eficacia: los criterios RECIST 1.1 se usaran para evaluar la respuesta del sujeto al tratamiento
mediante determinacion de ORR, DoR, DCR, PFS, PFS 3 meses, y PFS 6 meses. Las directrices de RECIST 1.1 para
lesiones medibles, no medibles, objetivo y no objetivo y los criterios de respuesta del tumor objetivos (respuesta
completa [CR], respuesta parcial [PR], enfermedad estable [SD] o enfermedad progresiva) se presentan en base a
criterios de evaluacion de respuesta revisados en directrices de tumores sélidos Version 1.1 — adaptacion de la
publicacion original con adicién de explicaciones complementarias. La OS, OS 6 meses y OS 12 meses también se
evaluaran.

Las evaluaciones de base deberian realizarse no mas de 28 dias antes de comenzar el tratamiento de estudio e
idealmente deberian realizarse tan cerca como sea posible al comienzo del tratamiento de estudio. La eficacia para
todos los sujetos se evaluara mediante evaluaciones de tumor objetivas cada 8 semanas durante los primeros 12
meses y cada 12 semanas a partir de ahi hasta que se confirme la progresién de la enfermedad objetiva. Si una
evaluacién no programada se realiza y el sujeto no ha progresado, cada intento deberia hacerse para realizar las
evaluaciones posteriores en sus visitas programadas.

Se necesita un examen de confirmacién después de la demostracion inicial de enfermedad progresiva. El examen de
confirmacién deberia darse preferiblemente en la siguiente visita programada y no antes de 4 semanas después de la
evaluacién inicial de enfermedad progresiva en ausencia de deterioro clinicamente significativo. El tratamiento
continuara entre la evaluacion inicial de la progresion y la confirmacién para la progresién. Si un sujeto interrumpe el
tratamiento (y/o recibe una terapia anticancerigena posterior) antes de la progresion, entonces el sujeto deberia
continuar siguiéndose hasta la progresion de la enfermedad objetiva confirmada.

La respuesta tumoral objetiva (CR o PR) deberia confirmarse preferiblemente en la siguiente visita programada y no
menos de 4 semanas después de la visita cuando la respuesta se observo primero.

Después de la progresién confirmada, los sujetos deberian continuar siendo seguidos por la supervivencia cada 2
meses (8 semanas). Ademas, se contactara con todo los sujetos en la semana después del corte de datos para
confirmar el estado de supervivencia.

Evaluaciones de seguridad: la seguridad se monitorizara a lo largo del estudio para todos los sujetos. El andlisis de
los datos de seguridad se realizard usando el equipo de analisis de seguridad.

Eventos adversos:

Definiciones: el término "evento adverso”, como se usa por el patrocinador, es sinénimo con el término “experiencia
adversa’, que se usa por la FDA.

Un EA es cualquier evento clinico inapropiado, indeseado, no planeado, en la forma de signos, sintomas, enfermedad
u observaciones de laboratorio o fisioldgicas que se dan en un ser humano que esta participado en un estudio clinico
con un articulo de prueba del patrocinador, a pesar de la relacién causal. Esto incluye lo siguiente:

s Cualquier empeoramiento clinicamente significativo de una condicién preexistente

¢ Nota: la aparicién de un nuevo patdgeno asociado con un evento clinico durante la terapia en un sitio distinto del
sitio inicial de infeccién se consideraréd que es un EA.

s Cualquier recurrencia de una condicioén preexistente
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¢ Un EA que se da a partir de la sobredosis de un farmaco de estudio del patrocinador sea accidental o intencional
(es decir, una dosis mayor que la prescrita por un profesional de la salud por razones clinicas)

s UnEA que ocurre a partir del abuso de un farmaco de estudio patrocinador (es decir, el uso de razones no clinicas)
s Un EA que se ha asociado con la interrupcién del uso de un farmaco de estudio patrocinador.
Nota: un procedimiento no es un EA, pero la razén para un procedimiento puedes ser un EA.

Una condicion preexistente es una condicion clinica (que incluye una condicién que se trata) que se diagnostica antes
de que el sujeto firme el ICF y que esta documentada como parte de la historia médica del sujeto.

Las preguntas que conciernen a si la condicidon que existia antes del comienzo de la fase activa del estudio y si ha
aumentado en gravedad y/o frecuencia se usara para determinar si un evento es un TEAE. Un EA se considera que
aparece con el tratamiento si (1) o esta presente cuando la fase activa del estudio comienza y no es una condicién
crénica que es parte del historial médico del sujeto, o (2) esta presente al comienzo de la fase activa del estudio como
parte del historial médico del sujeto, pero la gravedad o frecuencia aumenta durante la fase activa. La fase activa del
estudio comienza en el momento de la primera dosis del farmaco de estudio. La fase activa del estudio acaba en la
visita de seguimiento.

Informe de eventos adversos: en cada visita el investigador, o delegado, determinara si ha ocurrido algin EA o no. Se
preguntara al sujeto de forma general y no se sugeriran sintomas especificos. Si ha ocurrido algin EA, se registrara
en la seccion de EA del eCRF y en el historial médico del sujeto. Si se sabe, el diagnéstico se registraria, en vez de
enumerar las sefiales y sintomas individuales.

La informacién de eventos adversos comienza desde el momento del consentimiento informado y acaba 30 dias
después de la Ultima dosis de IMP.

Evaluacion de la gravedad: la escala de graduacién de la gravedad de la EA para NCI CTCAE (version 4.03) se usara
para evaluar la gravedad del EA. Para los EA que no estan enumerados especificamente en la NCI CTCAE, se usaran
las siguientes definiciones:

* Grado 1: suave, asintomatico o con sintomas suaves; solo observaciones clinicas o diagnédsticas; o intervencion
no indicada.

* Grado 2: moderado; intervenciéon minima, local o no invasiva indicada; o que limita las actividades instrumentales
apropiadas para la edad de la vida diaria.

* Grado 3: grave o médicamente significativo, pero que no amenaza la vida inmediatamente; hospitalizacién o
prolongacion de la hospitalizacion indicada; incapacitante; o limitante de las actividades de autocuidado de la vida
diaria.

¢ Grado 4: consecuencias que amenazan la vida o intervencion urgente indicada.
e Grado 5: muerte relacionada con el EA.

Relacion con el tratamiento de estudio: el investigador hara una determinacion de la relacion del EA con el farmaco
de estudio usando un sistema de cuarta categoria segun las siguientes directrices:

* No relacionado: evento clinico con una relacién de tiempo incompatible con la administracién del farmaco, y que
podria explicarse por la enfermedad subyacente u otros farmacos o0 compuestos quimicos o esta
incontrovertiblemente no relacionado con el farmaco de estudio.

¢ Improbable: evento clinico cuya relacion de tiempo con la administracién del farmaco hace una conexién causal
improbable, pero podria explicarse de forma plausible por la enfermedad subyacente u otros farmacos o
compuestos quimicos.

¢ Posible: evento clinico con una relacién de tiempo razonable con la administracion de farmaco de estudio, pero
que podria también explicarse por enfermedad simultanea u otros farmacos o compuestos quimicos.

¢ Cierto: evento clinico con relacién de tiempo plausible con la administracién del farmaco de estudio, y que no
puede explicarse por enfermedad simultanea u otros farmacos o compuestos quimicos.

Seguimiento de eventos adversos: es importante para los investigadores conseguir informacién de enfermedades
subyacentes, farmacos simultaneos y relaciones temporales del comienzo del evento con el momento de dosificacion
del farmaco de estudio, y resultados retadores, teniendo en cuenta cuando se hace una decisién de relacion causal.
Es la responsabilidad del investigador seguir proactivamente los resultados de cada EA hasta la resolucién o
estabilizacion de la condicién, que se comience un tratamiento alternativo para el cancer de pancreas, 6 meses
después de la ultima dosis del farmaco de estudio, o pérdida de seguimiento, lo que ocurra primero. En el evento de
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toxicidades serias o relacionadas con el farmaco de estudio, el sujeto se seguira hasta la resolucion o estabilizacion.
Los datos de seguimiento de seguridad pueden recogerse por contacto telefénico cada 3 meses después de la visita
final del estudio.

Eventos adversos serios: un evento adverso serio (EAS) es cualquier EA que se da a cualquier dosis que cumpla 1 o
mas de los siguientes criterios:

e Da por resultado la muerte

s Amenaza la vida (véase a continuacion)

s Necesita hospitalizacién del sujeto o prolongacién de una hospitalizacién existente (véase a continuacién)
* Da por resultado una discapacidad o incapacidad persistente o significativa (véase a continuacién)

s Da por resultado una anomalia congénita o defecto de nacimiento

* Da por resultado un evento médico importante (véase a continuacion)

Adicionalmente, los eventos médicos importantes que pueden no dar por resultado la muerte, amenazar la vida o
necesitar hospitalizacién pueden considerarse EAS cuando, en base a un juicio médico apropiado, pueden amenazar
al sujeto y pueden necesitar intervencién médica o quirdrgica para prevenir uno de los resultados enumerados
anteriormente. Ejemplos de dichos eventos incluyen broncoespasmo alérgico que necesita un tratamiento intensivo
en una sala de urgencias o en casa, discrasias sanguineas o convulsiones que no necesitan hospitalizacién, o
desarrollo de dependencia a farmacos o abuso de farmacos.

Un EA que amenaza la vida es cualquier EA que pone al sujeto en riesgo inmediato de muerte a partir de que ocurre
el evento. Un evento que amenaza la vida no incluye un evento que habria provocado la muerte si hubiera ocurrido
en una forma mas grave pero que no cred un riesgo inmediato de muerte como si ocurriera realmente. Por ejemplo,
la hepatitis inducida por farmacos que se resolvié sin evidencia de fallo hepatico no se consideraria que amenace la
vida, incluso aunque la hepatitis inducida por un farmaco de una naturaleza mas grave puede ser fatal. La
hospitalizacién se va a considerar solo como una admisién durante la noche.

La hospitalizacién o prolongacién de una hospitalizacién es un criterio para considerar que un EA es serio. En ausencia
de un EA, el investigador participante no deberia informar de la hospitalizacién o prolongacién de la hospitalizacion.

Ademas, una hospitalizaciéon planeada antes de comenzar el estudio por una condicién preexistente que no ha
empeorado no constituye un EAS (p. ej., hospitalizacién electiva para una sustitucién de rodilla total debido a una
condicion preexistente de osteoartritis de la rodilla que no ha empeorado durante el estudio).

La discapacidad se define como una interrupcién sustancial en la capacidad de una persona para llevar a cabo
funciones vitales normales. Si hay cualquier duda con respecto a si un caso constituye un EA o EAS en base a la
informacién disponible, el caso deberia tratarse como un EAS.

Alternativamente, el juicio médico y cientifico deberia ejercerse para decidir si un caso es serio en esas situaciones
donde los eventos médicos importantes pueden no ser amenazantes para la vida inmediatamente o da por resultado
la muerte, hospitalizacién, discapacidad o incapacidad. Estos incluyen eventos que pueden amenazar al sujeto o
pueden necesitar intervencion médica para evitar uno 0 mas resultado enumerados en la definicién de serio.

Andlisis farmacocinético

Los analisis de PK no compartimentales se realizaran en datos de concentracion de plasma individual. Los andlisis de
PK se realizaran usando un software comercial como PhoenixTM WinNonlin® Versién 6.4 o superior (Certara USA,
Inc.). La concentracién maxima en plasma (Cmax), la concentracién minima (predosis) (Cminima) y €l tiempo de Cmax
(Tmax) se tomaran directamente de los datos observados. El &rea bajo la curva de concentracién en plasma-tiempo
(ABC.) se calculara usando la regla trapezoidal lineal. Los parametros de PK se enumeraran para cada individuo y se
resumiran por grupo de tratamiento usando las estadisticas descriptivas (tamafio de muestra [N], media aritmética,
desviacion estandar, coeficiente de variacion [% de CV], mediana, minimo, maximo y media geométrica). Los datos
de concentracion individuales se enumeraran y resumiran por grupo de tratamiento con estadisticas descriptivas (N,
media aritmética, desviacién estandar, mediana, minimo, maximo, media geométrica y% de CV). Los perfiles de
concentracion en plasma-tiempo medios e individuales se presentaran graficamente en las escalas tanto lineales como
semilogaritmicas.

Los tiempos de administracion de dosis reales y los tiempos de recogida de muestra se usaran para los analisis como
se grabaron en el formulario de informe de caso. Las concentraciones en plasma por debajo del limite inferior de
cuantificacién se ajustaran a cero para el analisis. Las estimaciones de parametros farmacocinéticos seran tres o
cuatro figuras significativas para la presentacion. No se haran intentos de estimar datos perdidos. Otros parametros y
procedimientos de manejo de datos pueden afiadirse cuando sea apropiado. Solo los sujetos a los que se esta dando
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antrogquinonol activo y tienen perfiles de concentracion-tiempo evaluables se incluiran en el andlisis. Todos los analisis
estadisticos usaran estimaciones de parametros no redondeados.

Un desarrollo y andlisis del modelo de PK poblacional (PopPK) puede realizarse usando métodos de efectos mixtos.
Datos de dosificacion, muestreo, demograficos y de laboratorio de cada sujeto se montaran en una base de datos
adecuada para un analisis poblacional. Un modelo de efectos mixtos no lineal se desarrollara usando NONMEM
(Globomax, Ellicot City, MD). Se evaluaran diversos modelos estructurales como se indica por los datos. Los efectos
covariables (edad, género, raza, tamafio corporal, historial fumador, etc.) se evaluaran y se incorporaran en el modelo
usando enfoques univariables o multivariables. Una vez que se ha establecido el modelo 6ptimo, se validara usando
métodos estandar, como comprobaciones predictivas visuales y analisis bootstrap.

Las relaciones potenciales de exposicidon-exposicidon/concentracion podrian evaluarse en base a las estimaciones a
posteriori de la exposicién a antroquinonol (es decir, el modelo predijo Cmax, Cminima Y ABC<) a partir del modelo PopPK
anterior o las observaciones de concentracion.

Métodos estadisticos
Consideracion general: para fines de reporte del estudio se consideraran los siguientes aspectos:
* Las estadisticas descriptivas y las presentaciones graficas seran las principales herramientas de andlisis.

s Se informara de la disposicion del sujeto para cada nivel de dosis usando el conjunto de todos los sujetos tanto
para las fases del estudio, como para los perfiles de los sujetos que se presentaran para la fase de aumento de
dosis del estudio solo.

* Para todos los analisis, se presentaran los resultados y representacion grafica de los datos del sujeto individual
por nivel de dosis. El nivel de dosis al que se asigné un sujeto en el primer tratamiento se indicara en todos los
resultados.

Las estadisticas descriptivas y representaciones graficas se usaran para resumir los datos para cada nivel de dosis.
La siguiente estadistica de resumen se usara para resumir los datos del ensayo por nivel de dosis en base a su
naturaleza, a menos que se especifique otra cosa:

s Variables continuas: numero de observaciones no perdidas (N), media, desviacién estandar, mediana, minimo y
maximo, 95% de IC se presentara cuando sea apropiado.

s Variables por categorias: Frecuencias y porcentajes.

Los detalles del analisis estadistico se presentaran en el plan de analisis estadistico.
Andlisis de eficacia

Medidas de los resultados principales:

Fase de aumento de dosis: el nimero y proporcion de sujetos que experimentan DTL en cada nivel de dosis durante
el ciclo 1 se evaluara en el conjunto de analisis de DLT.

Fase de expansion de cohorte: resumen descriptivo de los sujetos con la mejor respuesta general en cada categoria
(CR, PR, SD, y enfermedad progresiva); la tasa de respuesta objetiva (CR+PR); la tasa de control de la enfermedad
(CR+PR+SD [SD de =216 semanas]) con 95% de IC segun RECIST 1.1 se realizaran en el conjunto de analisis de
eficacia.

Criterios en tumores sélidos (RECIST) versién 1.1 se realizaran por tiempo de OS mediana y se evaluara el tiempo de
PFS con 95% de IC usando los métodos de Kaplan-Meier en el conjunto de analisis completo. La OS se define como
el tiempo desde la primera dosis del farmaco de estudio hasta la muerte del sujeto. El PFS se define como el tiempo
desde la primera dosis del farmaco de estudio al comienzo de la progresién de la enfermedad o la muerte del sujeto,
lo que ocurra primero.

Analisis de las medidas de resultados secundarios: los datos de puntos finales secundarios se enumeraran por nivel
de dosis, sujeto y visita (si es aplicable). Los puntos finales secundarios seran descriptivos analizados por el nivel de
dosis en el conjunto de analisis relevante.

Analisis de seguridad y tolerabilidad: se resumiran el nimero y proporciéon de sujetos que experimentan TEAE;
exposicion a farmacos; cambios clinicamente significativos en los parametros del laboratorio, signos vitales, examenes
médicos, peso, estado funcional ECOG, ECG, y/u oximetria del pulso, juzgados por estar relacionados con la
medicacion del ensayo; y el nimero y razones de las muertes.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2969 766 T3

La evaluacién de seguridad incluira la incidencia de EA (o TEAE), resultados de pruebas de laboratorio, signos vitales,
resultados de ECG y descubrimientos de examen fisico. Todos los resimenes de datos de seguridad estaran basados
en el conjunto de analisis de seguridad. No se realizaran analisis estadisticos formales de los datos de seguridad.

Las tablas de resumen se presentaran para todos los efectos adversos (EA) por nivel de dosis y diccionario médico
para las actividades reguladoras SOC y los términos preferidos donde sea aplicable. La incidencia y tipo de los
siguientes EA se analizaran.

Un EA se considerard como “emergente del tratamiento” si ocurrié después del primer tratamiento del estudio o si
ocurrié antes del primer tratamiento del estudio y empeoré a partir de ahi.

Las tablas de resumen de TEAE incluiran recuentos de sujetos. Por lo tanto, si un sujeto experimenta mas de un
episodio de un EA particular, el sujeto se contara solo una vez para ese evento. Si un sujeto tiene mas de un EA que
esta codificado al mismo término preferido, el sujeto se contara solo una vez para ese término preferido. De forma
similar, si un sujeto tiene mas de un EA en un SOC, el sujeto se contara solo una vez en ese SOC.

Todas las muertes y las muertes en un periodo de 30 dias de la tltima dosis del tratamiento de estudio ademas de las
razones de la muerte se tabularan por nivel de dosis. La exposicién al fArmaco se resumira por nivel de dosis.

Las variables de pruebas de laboratorio clinicamente significativas se resumiran por nivel de dosis y visita (si es
aplicable) usando estadisticas descriptivas (niUmero de sujetos, media, desviacién estandar, minimo, maximo, ademas
del cambio medio desde la base, desviacion estandar para la media y error estandar para el cambio de la media,
minimo, mediana, maximo y nimero y porcentaje de sujetos en las categorias especificadas). Las tablas de cambios
(es decir, tabulaciones cruzadas de por debajo del limite inferior del intervalo normal, dentro de los limites del intervalo
normal y por encima del limite superior del intervalo normal en la base frente a las visitas programadas) se presentaran
mediante pruebas de laboratorio (si es aplicable). Las pruebas de laboratorio con resultados de categorias que no
pueden analizarse por cambio desde la base o analisis de tablas de cambios no se incluiran en estos resimenes, pero
se enumeraran. Los datos obtenidos de las pruebas de laboratorio no necesarios por el protocolo no se resumiran,
pero se enumeraran.

Las estadisticas descriptivas de los signos vitales, peso y resultados ECG en cada visita se presentaran mediante el
grupo de tratamiento. Los descubrimientos del examen fisico se enumeraran para cada sujeto. La tasa de respuesta
general y los DCR se estimaran junto con el 95% de IC calculados usando el método de Clopper y Pearson por nivel
de dosis.

Analisis farmacocinético

Muestreo farmacocinético: el muestreo de PK se realizara el dia 0 y el dia 28 en todos los sujetos enrolados en la
primera etapa en los siguientes puntos temporales:

* Dia 1: (aproximadamente 5 mL por muestra, 60 mL en total) 30 minutos antes de y 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas
después de la primera dosis.

* Dia 28: (aproximadamente 5 mL por muestra, 60 mL en total} inmediatamente antes y 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 y 8 horas
después de la primera dosis del dia 28.

Se realizaran muestreos de PK dispersos en los dias 28, 42 y 56 en todos los sujetos enrolados en la etapa 2. Al
menos dos muestras se recogeran en cada ocasion, una de las cuales sera una concentracién minima (30 minutos
antes de la primera dosis en los dias 28, 42 y 56 y aproximadamente 8 horas después de la ultima dosis en el dia
anterior). Al menos una muestra por sujeto se planeara para coincidir con la concentraciéon maxima (3 horas después
de la primera dosis). El resto puede tomarse en cualquier momento durante el intervalo de dosificacién.

Cada muestra de sangre se analizara para la concentracién en plasma de antroquinolol para determinar los parametros
de PK después de la administracién de antroquinonol usando un método bioanalitico completamente validado (una
copia del informe de validacién del método analitico y del informe bioanalitico se incluiran en el informe del estudio
clinico).

Procedimientos de muestreo farmacocinético

Muestras de sangre: se obtendran muestras de sangre venosa en tubos Vacutainer® con heparina sodica de 5 mL en
los tiempos de muestreo preprogramados. Inmediatamente después de la recogida el tubo se invertira suavemente 8
a 10 veces para mezclar el anticoagulante con la muestra de sangre. Todas las muestras se procesaran y colocaran
en un congelador en el periodo de una (1) hora después de la recogida. La fraccién de plasma se separara colocando
el tubo de recogida en una centrifuga refrigerada (4 °C) durante 10 minutos a 3000 rpm. La fraccion de plasma se
retirard mediante una pipeta y se dividira en dos tubos de congelacion de polipropileno (recibiendo cada tuvo
aproximadamente alicuotas iguales). Todos los tubos de recogida de muestra y congelaciéon estaran claramente
etiquetados con el nimero de sujeto, el periodo de estudio y el tiempo de recogida. Las etiquetas se fijaran a los tubos

30



10

ES 2969 766 T3

de congelacion de manera que se evitara que la etiqueta se despegue después de la congelacién. Todas las muestras
de plasma se colocaran en un congelador a -70 °C en el periodo de 1 hora después de la recogida.

Metodologia analitica: la concentracién del farmaco de estudio se determinara a partir de las muestras de plasma
usando un método analitico validado. Los detalles de la validacion del método y el analisis de muestras se incluiran
en el informe final del estudio clinico.

Resultados preliminares:

Los resultados preliminares de los pacientes con 600 mg diarios de dosificacion muestran que el tamario del tumor del
paciente (mm) se redujo después de terminar el 3¢ ciclo (8 semanas de tratamiento). El tamafio del tumor de un
paciente se redujo un 7,6% de 91 mm a 84 mm, y el tamafio del tumor de otro paciente se redujo un 22% de 50 mm a
39 mm. La reduccién preliminar del tamafio del tumor soporta ademas los beneficios superiores inesperados de las
composiciones de la invencién que comprenden el compuesto 1 ejemplar y los farmacos de quimioterapia clinica
actuales como paclitaxel y gemcitabina frente al cancer de pancreas como se muestra en el estudio animal.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para usar en el tratamiento de cancer de pancreas en un sujeto que comprende

y uno o mas agentes anticancerigenos, en donde el uno o mas agentes anticancerigenos es erlotinib, 5-FU,
oxaliplatina, irinotecano, gemcitabina, paclitaxel o una combinacién de los mismos.

2. La composicién para usar segun la reivindicacién 1, en donde el uno o mas agentes anticancerigenos es
gemcitabina, paclitaxel o una combinacioén de los mismos.

3. La composicion para usar segun la reivindicacién 1, que comprende ademas un agente de inmunoterapia.

4. La composiciéon para usar segun la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto, 0 una sal farmacéuticamente
aceptable, o solvato del mismo, se administra de forma oral, parenteral, intravenosa o por inyeccion.
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FIG, 4A-B

e R . = 1

] Gemcitabina (48 h)

:

£

Rt N

' Células sembradas
BB 0 e e 05 A S 5
30 %

~ 3 & * ¥ X
$ 100 200 300 S80 SO0 00 TOY RGO
Conc. de farmaco {1}

§ #

NG % o

Gemcitabina (72 h)

Célalas sembradas

W S RV VAT R VI 0 IR T R RN O G R A N SR SR N0 R S R O G R A S i R B e e N e N e

20 % A

%
3 5

s

8 SO0 300 4840 300 SO0 TOD RGO
Conc. de farmaco {jai¥i}

P

36



e
-
Lo

Tasa de supervivencia (%)

)

e,
oy

Tasa de supervivencia (%}

ES 2969 766 T3

FIG. 5A-B
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