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DESCRIPCION
Tratamiento del cancer con el profarmaco activado por hipoxia TH-302 en combinacién con docetaxel o pemetrexed
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona composiciones para tratar el cancer con profarmacos activados por hipoxia
administrados en combinacién con farmacos anticancerigenos no activados por hipoxia. La invencién se refiere los
campos de la medicina, la farmacologia y la quimica medicinal.

Antecedentes de la invencion

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los seres humanos. El tratamiento del cancer
es un reto porque es dificil eliminar las células cancerosas sin dafiar o matar a las células normales. Dafar o matar a
las células normales durante el tratamiento del cancer provoca efectos secundarios adversos en los pacientes y puede
limitar la cantidad de farmaco antineoplasico administrado a un paciente oncolégico. También es dificil eliminar las
células cancerosas en las regiones alejadas de la vasculatura, donde los farmacos antineoplasicos no penetran.

Muchas células cancerosas son mas hipdxicas que las células normales. La hipoxia tumoral esta asociada con la
resistencia a los tratamientos antineoplasicos, la recaida del cancer y un mal prondstico. Algunos farmacos en
desarrollo preclinico y clinico se dirigen a las células cancerosas hipoxicas. Estos medicamentos, denominados
profarmacos activados por hipoxia o "HAP" se administran en una forma inactiva, o de profarmaco, pero se activan y
se vuelven téxicos en un entorno hipdxico. Las Publicaciones de Patente PCT n.° WO 07/002931 y WO 08/083101,
describen HAP como los que tienen una estructura definida por la formula |, a continuacion.
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X4 es Cl o Br. Los compuestos conocidos como TH-302 y TH-281 son candidatos terapéuticos particularmente
prometedores. TH-302, conocido con el nombre quimico de (2-bromoetil)({[(2-bromoetil)amino][(2-nitro-3-
metilimidazol-4-il)metoxiJfosforil})Jamina, tiene la estructura representada a continuacion:
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Véase Duan et al., 2008, "Potent and highly selective hypoxia-activated achiral phosphoramidate mustards as
anticancer drugs”, J Med Chem 51: 2412. El documento WO 2008/083101 describe composiciones que contienen
TH302, y el uso de TH302 en el tratamiento del cancer y otras enfermedades hiperproliferativas. Otro HAP
prometedor es TH-281, que difiere de TH-302 unicamente en que tiene grupos 2-cloroetilo en lugar de los grupos
2-bromoetilo presentes en TH-302.

Sigue siendo necesario encontrar nuevos métodos de formulacién de HAP, tales como TH-302 y TH-281, para mejorar
su eficacia antineoplasica, asi como métodos de administracién de los mismos y de otros HAP, solos en combinacién
con otros agentes antineoplasicos, para mejorar el tratamiento del cancer. La presente invencion responde a estas
necesidades.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de pulmén, en donde la
primera composicién comprende  (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicién comprende docetaxel, en donde se administra en primer
lugar una dosis eficaz de TH-302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de
2 a 24 horas después del final de la administraciéon de TH-302.

La invencion también proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de prostata, en
donde la primera composicion comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicién comprende docetaxel, en donde se administra en primer
lugar una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz
de docetaxel, desde al menos 30 minutos hasta 10 horas después de finalizar la administracion de TH-302.

La invencion proporciona ademas composiciones para su uso en el tratamiento del cancer, en donde la primera
composicion comprende una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 y la segunda composicion comprende una
dosis terapéuticamente eficaz de un farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia, en donde
el cancer se selecciona entre cancer esofagico, cancer de pancreas, CPNM, cancer neuroendocrino, sarcoma de
tejidos blandos, cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular (HCC), cancer renal, o cancer parotideo y el farmaco
antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia es el pemetrexed.

Descripcion detallada de la invencién

La presente descripcion detallada de la invencion se divide en secciones para comodidad del lector.

En la seccién | se definen algunos términos utilizados en el presente documento.

La seccién Il describe las formulaciones farmacéuticas de TH-302, TH-281 y otros compuestos de formula .

La seccion 1l describe los métodos para tratar el cancer con e TH-302, TH-281 y otros compuestos de férmula | en
tratamientos con un Unico agente (monoterapias).

La seccion IV describe métodos de tratamiento del cancer con un HAP y agentes antineoplasicos distintos de HAP
combinados.

La seccién V describe métodos para tratar el cancer con TH-302, TH-281 y otros compuestos de férmula | en
combinacién con agentes antineoplasicos distintos de HAP.

La seccién V va seguida de ejemplos.
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| DEFINICIONES
Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar al lector.

A menos que se definan de otro modo, se pretende que todos los términos de la técnica, las notaciones y otros términos
o terminologia cientificos o médicos usados en el presente documento tengan los significados habitualmente
entendidos por los expertos en la técnica quimica y médica. En algunos casos, se definen por claridad y/o para una
referencia inmediata términos con significados comunmente entendidos y no debe interpretarse que la inclusion de
dichas definiciones en el presente documento represente una diferencia sustancial con respecto a la definicion del
término como se entiende generalmente en la técnica.

"Un", "una/o" y "el/la" incluyen referentes al plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto,
por ejemplo, la referencia a un compuesto hace referencia a uno o0 mas compuestos o a al menos un compuesto. De
este modo, las expresiones "un" (o "uno/a"), "uno o mas" y "al menos uno" se usan indistintamente ene | presente
documento.

"Aproximadamente", como se usa en el presente documento, se utiliza para proporcionar flexibilidad a un extremo de
un intervalo numérico, permitiendo que un valor dado pueda encontrarse "un poco por encima" o "un poco por debajo"
del extremo, teniendo de este modo en cuenta las variaciones que se puedan observar en las mediciones tomadas
entre diferentes instrumentos, muestras y preparaciones de muestra. En un aspecto, "aproximadamente" se refiere a
120 % de una cantidad e incluye, pero sin limitacién, +15 %, £10 % y +5 % de la cantidad.

"Agente activo" se refiere a un compuesto con un efecto farmacoldgico deseado, e incluye todas las formas
farmacéuticamente aceptables del agente activo descrito. Por ejemplo, el agente activo puede ser una mezcla
isomérica, un complejo sélido unido a una resina de intercambio idnico o similares. Ademas, el agente activo puede
estar en una forma solvatada. El agente activo también incluye todas las sales farmacéuticamente aceptables,
derivados y analogos del agente activo que se esté describiendo, asi como combinaciones de los mismos. Por ejemplo,
las sales farmacéuticamente aceptables del agente activo pueden incluir, sin limitacién, las de sodio, potasio, calcio,
magnesio, amonio, trometamina, L-lisina, L-arginina, N-etilglucamina, N-metilglucamina y las formas salinas de los
mismos, asi como combinaciones de los mismos y similares. Cualquier forma del agente activo puede ser adecuada
para su uso en las composiciones de la presente invencién, por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable del
agente activo, un acido libre o base libre del agente activo o una mezcla de los mismos.

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

"Tumor solido avanzado" se refiere a un tumor que ha recidivado, progresado, metastatizado o que es resistente al
tratamiento inicial o de referencia. Los tumores sélidos avanzados incluyen, pero sin limitacion, tumores metastasicos
en el hueso, cerebro, higado, pulmones, ganglio linfatico, pancreas, préstata y tejidos blandos (sarcoma).

"Cancer" se refiere a leucemias, linfomas, carcinomas y otros tumores malignos de crecimiento potencialmente
ilimitado que pueden expandirse localmente por invasion y sistémicamente por metastasis. Algunos ejemplos de
canceres incluyen, pero sin limitacion, cancer de la glandula suprarrenal, hueso, cerebro, mama, bronquios, colon y/o
recto, vesicula biliar, cabeza y cuello, rifiones, laringe, higado, pulmodn, tejido neuronal, pancreas, prostata, glandula
paratiroidea, piel, estomago y tiroides. Otros ejemplos de canceres incluyen tumores linfociticos y granulociticos
agudos y cronicos, adenocarcinoma, adenoma, carcinoma basocelular, displasia cervical y carcinoma in situ, sarcoma
de Ewing, carcinomas epidermoides, tumor de células gigantes, glioblastoma multiforme, tumor de tricoleucocitos,
ganglioneuroma intestinal, tumor hiperplasico del nervio corneal, carcinoma de células de los islotes, sarcoma de
Kaposi, leiomioma, leucemias, linfomas, carcinoma maligno, melanomas malignos, hipercalciemia maligna, tumor de
habito marfanoide, carcinoma medular, carcinoma de piel metastasico, neuroma mucoso, mieloma, micosis fungoide,
neuroblastoma, osteosarcoma, sarcoma osteogénico y de otro tipo, tumor de ovario, feocromocitoma, policitemia vera,
tumor cerebral primario, tumor microcitico de pulmén, carcinoma epidermoide de tipo ulcerante y papilar, hiperplasia,
seminoma, sarcoma de tejidos blandos, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de células renales, lesién topica de
la piel, sarcoma de células reticulares y tumor de Wilm.

"Dosis" y "posologia" se refieren a una cantidad especifica de agentes activos o terapéuticos para su administracion.
"Forma farmacéutica" se refiere a unidades individuales adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos u otros
mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de agente activo calculada para producir el inicio
de la tolerabilidad y los efectos terapéuticos deseados, en asociacién con uno o mas excipientes farmacéuticos
adecuados, tales como portadores.

"Excipiente" incluye cualquier sustancia inerte combinada con un agente activo como TH-302 para preparar una forma
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farmacéutica conveniente y un vehiculo para administrar el agente activo.

"Formulacién" y "composicion" se usan indistintamente y se refieren a una mezcla de dos o mas compuestos,
elementos o moléculas. En algunos aspectos, los términos "formulacion" y "composicién" pueden utilizarse para
referirse a una mezcla de uno o mas agentes activos con un portador u otros excipientes. Una formulacion farmacéutica
es adecuada para su administracion a un ser humano o a un mamifero.

"Enfermedad hiperproliferativa" se refiere a una enfermedad caracterizada por la hiperproliferaciéon celular (por
ejemplo, un aumento anormal de la tasa o cantidad de proliferacién celular), lo que incluye el cancer, asi como otras
enfermedades, tales como aquellas en las que la hiperproliferaciéon forma parte de una reaccién inmunitaria, como
ocurre en los trastornos autoinmunitarios. Algunos ejemplos de enfermedades hiperproliferativas distintas del cancer
son, pero sin limitacion, angitis alérgica y granulomatosis (enfermedad de Churg-Strauss), silicosis, asma, gastritis
atréfica, hiperplasia benigna de prostata, penfigoide ampolloso, enfermedad celiaca, bronquitis cronica y enfermedad
obstructiva crénica de las vias respiratorias, sinusitis crénica, enfermedad de Crohn, neuropatias desmielinizantes,
dermatomiositis, eczema, incluida la dermatitis atépica, enfermedades de la trompa de Eustaquio, arteritis de células
gigantes, rechazo de injerto, neumonitis por hipersensibilidad, vasculitis por hipersensibilidad (purpura de Henoch-
Schonlein), dermatitis irritante, anemia hemolitica inflamatoria, neutropenia inflamatoria, enteropatia inflamatoria,
enfermedad de Kawasaki, esclerosis multiple, miocarditis, miositis, pélipos nasales, enfermedades del conducto
nasolagrimal, vasculitis neoplasica, pancreatitis, pénfigo vulgar, glomerulonefritis primaria, psoriasis, enfermedad
periodontal, enfermedad renal poliquistica, poliarteritis nodosa, sindrome de solapamiento de la poliangitis, colangitis
esclerosante primaria, artritis reumatoide, enfermedad del suero, adherencias quirirgicas, estenosis o reestenosis,
escleritis, esclerodermia, estenosis de las vias biliares (del duodeno, intestino delgado y colon), silicosis y otras formas
de neumoconiosis, diabetes tipo I, colitis ulcerosa, proctitis ulcerosa, vasculitis asociada con trastornos del tejido
conjuntivo, vasculitis asociada a deficiencias congénitas del sistema del complemento, vasculitis del sistema nervioso
central y granulomatosis de Wegener.

El "profarmaco activado por hipoxia" o "HAP" se refiere a un profarmaco en donde éste es menos activo o inactivo, en
relacién con el farmaco correspondiente, y comprende el farmaco y uno o mas grupos biorreducibles. Los HAP incluyen
profarmacos que se activan por una variedad de agentes reductores y enzimas reductoras, incluyendo, sin limitacion,
enzimas de transferencia de un solo electrén (como las citocromo P450 reductasas) y enzimas de transferencia de
dos electrones (o de transferencia de hidruros). En algunas realizaciones, los HAP son profarmacos activados por
hipoxia y activados por 2-nitroimidazoles. Los ejemplos de HAP incluyen, sin limitacion, TH-302, TH-281, PR104 y
AQ4N. Los métodos de sintesis de TH-302 se describen en las publicaciones de solicitud de patente PCT n.° WO
07/002931 y WO 08/083101. Los métodos de sintesis de PR104 se describen en la publicacion de solicitud de patente
de los Estados Unidos n.° WO 2007/0032455. Se describen otros ejemplos de HAP, por ejemplo, en las solicitudes de
patente de los Estados Unidos n.° 2005/0256191, 2007/0032455 y 2009/0136521 y las publicaciones de solicitud de
patente PCT n.° WO 00/064864, WO 05/087075 y WO 07/002931.

"Paciente" y "sujeto" se utilizan indistintamente para referirse a un mamifero que necesita tratamiento para el cancer
u otra enfermedad hiperproliferativa. Generalmente, el paciente es un ser humano. Generalmente, el paciente es un
ser humano al que se ha diagnosticado un cancer. En ciertas realizaciones, un "paciente" o "sujeto" puede referirse a
un mamifero no humano, tal como un primate no humano, un perro, gato, conejo, cerdo, ratén o rata, tales como los
animales utilizados en la seleccion, caracterizacion y evaluacion de farmacos y tratamientos.

"Portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador, excipiente o diluyente que es
util para preparar una formulacion farmacéutica que generalmente es segura, no toxica y no es biolégicamente o de
otro modo no deseable e incluye un portador, excipiente o diluyente que sea aceptable para uso farmacéutico humano
y/o veterinario. Un "portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable" puede referirse a uno o mas de
dichos portadores, excipientes o diluyentes.

"Sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a sales de agentes activos que se preparan con acidos relativamente no
téxicos. El compuesto descrito en el presente documento contiene funcionalidades relativamente basicas y pueden
obtenerse sales de adicion de acido poniendo en contacto la forma neutra de dichos compuestos con una cantidad
suficiente del acido deseado, puro o en un disolvente inerte adecuado. Los ejemplos de sales de adiciéon de acido
farmacéuticamente aceptables incluyen las procedentes de acidos inorganicos como los acidos clorhidrico,
bromhidrico, nitrico, carbénico, monohidrogenocarbdnico, monohidrogenofosférico, dihidrogenofosférico, sulfurico,
monohidrogenosulfurico, yodhidrico o fosforoso y similares, asi como las sales procedentes de acidos organicos
relativamente no toxicos, tales como acético, propidnico, isobutirico, malénico, benzoico, succinico, subérico, fumarico,
mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, metanosulfénico y similares. También se
incluyen sales de aminoécidos, tales como arginato y similares, y sales de acidos organicos como acidos glucurénico
o galactundrico y similares (véase, por ejemplo, Berge, S M et al, "Pharmaceutical Salts" Journal of Pharmaceutical
Science, 66 1 19, 1977). Determinados compuestos especificos descritos en el presente documento contienen
funcionalidades tanto basicas como acidas que permiten que los compuestos se conviertan en sales de adicién de
bases o de acidos. Las formas neutras de los compuestos se pueden regenerar poniendo en contacto la sal con una
base y aislando el precursor de la manera convencional. La forma original del compuesto difiere de las diversas formas
de sal en determinadas propiedades fisicas, tales como la solubilidad en disolventes polares, pero por lo demas, las
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sales son equivalentes a la forma precursora del compuesto para los fines de la presente divulgacion.

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

"QnD" o "qnd" se refiere a la administracion del medicamento una vez cada n dias. Por ejemplo, QD (o qd) se refiere
a una vez al dia o a una dosis diaria, Q2D (0 g2d) se refiere a una dosificacién una vez cada dos dias, Q7D se refiere
a una dosificacién una vez cada 7 dias o una vez a la semana, Q5D se refiere a una dosis cada 5 dias.

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

"Tumor sélido" se refiere a un cancer distinto de la leucemia.

"T12" se refiere a la "semivida" de un farmaco; es decir, el tiempo necesario para que se reduzca a la mitad la
concentracion de un farmaco, por ejemplo, en plasma, suero o sangre. Se proporcionan, por ejemplo, los t12 de los
farmacos antineoplasicos que no se activan por hipoxia, en las ediciones mas recientes de la revista PHYSICIANS'
DESK REFERENCE, Medical Economics Company, Inc., Oradell, N.J.; y THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF
THERAPEUTICS, de Goodman y Gilman, McGraw-Hill, Nueva York y/o se analizan en la bibliografia médica. La ti2
de los profarmacos activados por hipoxia puede encontrarse en la bibliografia o determinarse mediante métodos
rutinarios de analisis farmacocinético.

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

"Tratar" o "tratamiento de" una afeccion o un paciente se refiere a realizar etapas para obtener resultados beneficiosos
o deseados, incluidos resultados clinicos. A efectos de la presente invencion, los resultados clinicos beneficiosos o
deseados incluyen, pero sin limitacion, el alivio o la mejoria de uno o mas sintomas del cancer u otra enfermedad
hiperproliferativa; la disminucion del alcance de la enfermedad; el retraso o enlentecimiento de la progresion de la
enfermedad; mejoria, la paliacion o la estabilizacion de la patologia; u otros resultados beneficiosos. El tratamiento del
cancer puede, en algunos casos, dar como resultado una respuesta parcial o una enfermedad estable.

Como se usa en el presente documento, puede presentarse una pluralidad de articulos, elementos estructurales,
elementos composicionales y/o materiales en una lista comun por conveniencia. Sin embargo, estas listas han de
interpretarse como si cada elemento de la lista se identificase individualmente como un elemento separado y Unico.
Por tanto, ningun miembro individual de dicha lista debe interpretarse como un equivalente de facto de ningun otro
miembro de la misma lista Unicamente basandose en su presentacién en un grupo comun sin indicaciones en contrario.

Las concentraciones, cantidades y otros datos numéricos pueden expresarse o presentarse en el presente documento
en un formato de intervalo. Ha de entenderse que dicho formato de intervalo se usa simplemente por conveniencia y
brevedad y, por tanto, debe interpretarse de manera flexible que incluye no solo los valores numéricos enumerados
explicitamente como los limites del intervalo, sino que también incluye todos los valores numéricos individuales o
subintervalos comprendidos dentro de ese intervalo como si cada valor numérico y subintervalo se enumerase
explicitamente. Como una ilustracién, debe interpretarse que un intervalo numérico de "aproximadamente 1 a
aproximadamente 5" incluye no solo los valores explicitamente enumerados de aproximadamente 1a
aproximadamente 5, sino que también incluye valores individuales y subintervalos dentro del intervalo indicado. Por
tanto, en este intervalo numérico se incluyen valores individuales, tales como 2, 3 y 4, y subintervalos tales como de
1-3, de 2-4 y de 3-5, etc., asi como 1, 2, 3, 4 y 5, individualmente. Este mismo principio se aplica a los intervalos que
citan un solo valor numérico como un minimo o un maximo. Ademas, debe aplicarse una interpretacién de este tipo
independientemente de la amplitud del intervalo o las caracteristicas que se describen.

Las abreviaturas utilizadas en la descripcién incluyen:

TC - tomografia computarizada (TC)
D5W - glucosa al 5 % en agua
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TLD - toxicidad limitante de la dosis

HAP - profarmacos activados por hipoxia
CPNM - cancer de pulmén no microcitico
EP - enfermedad progresiva

RP- remision parcial

RECIST - criterios de evaluacion de la respuesta en tumores sélidos
CPM - cancer de pulmon microcitico

EE - enfermedad estable

SDL - suma de los diametros mas largos
RCT - retraso del crecimiento tumoral
ICT - inhibicién del crecimiento tumoral

Il. FORMULACIONES FARMACEUTICAS DE TH-302 Y OTROS COMPUESTOS DE FORMULA |

TH-302, y otros compuestos de formula |, incluido TH-281, pueden administrarse a los pacientes de acuerdo con la
divulgacion en cualquier formulacion farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, las publicaciones PCT n.° WO
08/083101 y WO 07/002931, divulgan métodos para preparar formulaciones farmacéuticas liquidas de TH-302 y otros
compuestos de formula I. El documento WO 07/002931 divulga que TH-302 puede suministrarse como polvo liofilizado
en un vial y reconstituirse en solucién salina o glucosa al 5% en agua (D5W) inmediatamente antes de su
administracion. Tras la reconstitucion en D5W, la formulacion de TH-302 debe utilizarse en un plazo de 8 horas. La
vida util de esta formulacion liofilizada de TH-302 es de aproximadamente 1 afio a 2-8 °C. El documento WO 08/083101
divulga que TH-302 puede administrarse como una formulacion liquida en etanol (que contiene hasta 50 mg de TH-
302 por ml). Sin embargo, estas formulaciones de la técnica anterior tienen limitaciones en el sentido de que no son
adecuadas para altas concentraciones de farmaco, y la estabilidad (particularmente con respecto a evitar que el agente
activo precipite) durante la conservacion a largo plazo y/o la diluciéon de TH-302 es subdptima.

Los presentes inventores descubrieron que la escasa solubilidad acuosa de la clase de fosforamida nitro-heteroarilica
de los farmacos contra el cancer activados por hipoxia, tales como TH-302 y otros compuestos de férmula |, puede
mejorarse proporcionando un tensioactivo no iénico para la conservacion prolongada en un entorno de alcohol. Esta
seccion describe ciertas formulaciones preferidas que contienen etanol y un tensioactivo no i6nico como TWEEN 80®.
TWEEN 80 es un monooleato de polioxietileno sorbitano, nimero CAS 9005-65-6. Ventajosamente, estas
composiciones farmacéuticas preferidas que se pueden administrar por via parenteral proporcionan una estabilidad
mejorada y una degradacioén y precipitacion reducidas para TH-302, asi como para otros farmacos antineoplasicos
activados por hipoxia de la clase nitro-heteroaril-fosforamida con poca solubilidad, incluyendo TH-281, y otros
compuestos de férmula I. Ademas, estas formulaciones preferidas proporcionan una mayor concentracion del farmaco
activo, por ejemplo, TH-302, en relacion con otras formulaciones que se han descrito anteriormente. Dado que estas
formulaciones liquidas son estables a largo plazo, no se necesita la liofilizacion del farmaco, lo que elimina la necesidad
de reconstituir un liofilizado antes de su uso. Preferentemente, la formulaciéon farmacéuticamente aceptable es
adecuada para administracion parenteral.

Los presentes inventores han desarrollado una composiciéon farmacéutica concentrada y estable y métodos que
pueden mejorar la estabilidad de una clase de fosforamida nitro-heteroarilica poco soluble de farmaco antineoplasico
activado por hipoxia, tal como TH-302 y otros compuestos de férmula |, solubilizando y dispersando el farmaco dentro
de la soluciéon para su conservacion prolongada. Ademas, la inclusion de un tensioactivo no i6nico en estas
formulaciones es util para prevenir la precipitacion y la degradacion de los farmacos antineoplasicos activados por
hipoxia, en particular, TH-302 y TH-281, que puede producirse al diluirse con un medio acuoso antes de su
administracion.

Por tanto, de acuerdo con la presente divulgacion, se proporciona una formulacion liquida de TH-302 estable como
una mezcla de un tensioactivo no iénico y un alcohol farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, el alcohol es
etanol. Preferentemente, el tensioactivo no iénico es TWEEN 80.

El etanol se incluye preferentemente en una cantidad de al menos el 70 % en volumen de la mezcla. Mas
preferentemente, la cantidad de alcohol utilizada es de al menos aproximadamente el 70 % a aproximadamente el
95 % en volumen, por ejemplo, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o al menos aproximadamente
el 95 %.

En un aspecto descrito en el presente documento, el TWEEN 80 u otro tensioactivo no iénico se incluye en una
cantidad de al menos un 5 % v/v de la mezcla. Por ejemplo, el tensioactivo no idnico puede incluirse en una cantidad
de aproximadamente el 5 al 10 % en volumen de la formulacion. El tensioactivo no idnico ayuda a inhibir la precipitacion
de TH-302 fuera de la solucion en el portador. Ademas, el tensioactivo no idénico puede proporcionar otras funciones
y ventajas, como actuar como agente antimicrobiano o antibacteriano.

Otros tensioactivos no toxicos y no idnicos ilustrativos adecuados para el uso descrito en el presente documento
incluyen, pero sin limitacién, polisorbatos (por ejemplo, monolaurato de polioxietileno (20) sorbitano, monopalmitato
de polioxietileno (20) sorbitano, monoestearato de polioxietileno (20) sorbitano y monooleato de polioxietileno (20)
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sorbitano); alcoholes de aril poliéter alquilados conocidos como TRITON®; terc-dodecil tioéter de polietilenglicol
disponible como NONIC®; condensado de grasa y amida o ALROSOL®; condensado de éter de poliglicol aromatico
o NEUTRONYX®; alcanolamina de acido graso o NINOL®, monolaurato de sorbitano o SPAN®; ésteres de
polioxietileno sorbitano o TWEEN®; monolaurato de polioxietileno sorbitano o TWEEN 20®; polioxipropileno-
polioxietiieno o PLURONIC®; glicéridos poliglicolizados como LABRASOL y aceite de ricino polioxilado como
CREMOPHOR.

Tipicamente, las composiciones liquidas descritas en el presente documento comprenden de aproximadamente 10
mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml del agente activo. Un experto en la materia entiende que las concentraciones
anteriores pueden ajustarse dependiendo del agente activo particular utilizado y de la cantidad de agente activo
deseada en la formulacién final. La cantidad de TH-302 incluida en la presente formulacién liquida viene dictada por
el uso previsto. Generalmente, la concentracién de TH-302 estara en el intervalo de 10 mg/ml a aproximadamente 300
mg/ml o de 30 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, mas tipicamente de 50 mg/ml a 200 mg/ml, mas habitualmente
de 50 mg/ml a aproximadamente 150 mg/ml, y aun mas habitualmente de 50 mg/ml a 125 mg/ml, y mas habitualmente
mas de a 50 mg/ml, como por ejemplo aproximadamente 60 mg/ml, de 60 mg/ml a 100 mg/ml, de 100 mg/ml a 150
mg/ml, de 100 mg/ml a 200 mg/ml o de 100 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml. Estas concentraciones se refieren
a la forma de base libre de TH-302 u otro agente; si TH-302 u otro agente activo se formula o administra como una sal
farmacéuticamente aceptable u otra forma, las concentraciones se ajustan para que se utilice una cantidad equivalente
a la base libre.

De acuerdo con un aspecto descrito en el presente documento, el portador es etanol, y la formulacion farmacéutica
incluye al menos un 5 % v/v de TWEEN 80. En una realizacion, la formulacion comprende entre un 5y un 10 % (v/v)
de TWEEN 80, un 90-95 % (v/v) de etanol y entre 50 mg/ml y 125 mg/ml de TH-302, tal como aproximadamente
60 mg/ml de TH-302. En un aspecto preferido descrito en el presente documento, la formulacién comprende
aproximadamente un 5 % de TWEEN 80, aproximadamente un 95 % de etanol, y aproximadamente 60 mg/ml de TH-
302.

Por tanto, en un aspecto descrito en el presente documento, el agente activo en la formulacién es TH-302, incluyendo
todas las formas farmacoldgicamente aceptables. Un aspecto descrito en el presente documento proporciona una
composicién liquida, en donde el agente activo es TH-302 en su forma no salina. En otros aspectos descritos en el
presente documento, el agente activo es TH-281, opcionalmente en su forma no salina, u otro compuesto de formula
I. En el aspecto descrito en el presente documento, el agente activo puede proporcionarse para su disolucion en la
formulacion de la invencion en cualquier forma adecuada. Por ejemplo, puede estar en forma de un polvo, bolita o
granulo (es decir, un conjunto de unidades mas pequefias de agente activo). Puede utilizarse cualquier grado
farmacéutico de TH-302 u otro compuesto de férmula I.

Ventajosamente, la degradacion quimica se minimiza en las formulaciones descritas en el presente documento. Por
tanto, se ha descubierto inesperadamente que la presente formulacion que comprende un tensioactivo no iénico
proporciona una estabilidad a largo plazo caracterizada por una degradacion de TH-302 del 15 % o menos durante un
periodo de 31 dias 0 menos a de aproximadamente -20 °C a aproximadamente 25 °C. Véase el ejemplo 1, mas
adelante. Normalmente, una formulacién que comprende un tensioactivo no iénico (por ejemplo, TWEEN 80)
proporciona una estabilidad a largo plazo caracterizada por una degradacion de TH-302 del 5 % o menos durante un
periodo de 31 dias o menos a aproximadamente -20 °C.

Ademas, ventajosamente, la formulacion liquida de TH-302 producida de acuerdo con la presente divulgacion presenta
una estabilidad superior, donde la estabilidad, en este caso, se caracteriza por la permanencia de TH-302 en la
solucion, por ejemplo, sin precipitarse durante la conservacion o tras la descongelacion.

En algunos aspectos descritos en el presente documento, la formulacién puede comprender opcionalmente otros
componentes descritos en el presente documento. Por tanto, en diversos aspectos de las formulaciones farmacéuticas
descritas en el presente documento, se utilizan mezclas de portadores. Cuando se utiliza un segundo portador
(ademas del etanol), generalmente es N,N-dimetilacetamida (DMA). Cuando se usan, el portador de la amida se
incluye preferentemente en una cantidad de hasta aproximadamente un 20 % en volumen de la formulacion.
Preferentemente, la cantidad de portador de amida utilizada es de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el
20 % en volumen. En algunos aspectos descritos en el presente documento, la formulacién consiste en etanol y TH-
302. En algunos aspectos descritos en el presente documento, la formulacion consiste en etanol, DMA y TH-302.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden incluir adicionalmente un antioxidante, agentes
conservantes, tales como hidroxibenzoatos de metilo, etilo y propilo, hidroxitolueno butilado e hidroxianisol butilado;
agentes opacificantes y agentes quelantes. Los agentes antioxidantes y quelantes adecuados incluyen, por ejemplo,
hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propilo (PG), palmitato de ascorbilo, EDTA
disédico (acido etilendiamino tetraacético; también conocido como edentato disédico), EDTA, acido tartarico, acido
citrico, acido citrico monohidratado y sulfito de sodio. En un aspecto descrito en el presente documento, los
compuestos anteriores se incluyen en las formulaciones farmacéuticas en cantidades en el intervalo de
aproximadamente el 0,01 % a aproximadamente el 5 % en peso. En un aspecto especifico descrito en el presente
documento, la formulacion farmacéutica incluye BHA, BHT o PG utilizado en un intervalo de aproximadamente el
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0,02 % a aproximadamente el 1 % y EDTA disddico, acido citrico, o acido citrico monohidratado utilizado en un
intervalo de aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 5 %. En un aspecto descrito en el presente documento,
la formulacion farmacéutica incluye BHA utilizado a aproximadamente el 0,05 % en peso.

Puede usarse cualquier método adecuado para mezclar la formulacion que comprende el agente activo, alcohol
portador y tensioactivo no idnico. En un aspecto descrito en el presente documento, el agente activo, el portador de
alcohol y el tensioactivo no idnico se combinan, y la mezcla se administra directamente al paciente, opcionalmente
después de su dilucion.

Las formulaciones farmacéuticas liquidas descritas en el presente documento pueden suministrarse
convenientemente en formas farmacéuticas. Los métodos para preparar formas farmacéuticas de otras formulaciones
liquidas son conocidos, y sera evidente para los expertos en la materia tras la consideracion de la presente divulgacion
cémo preparar formas farmacéuticas adecuadas de las formulaciones farmacéuticas. Por ejemplo, una forma
farmacéutica liquida de la presente invencion puede prepararse de acuerdo con los procedimientos expuestos, por
ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20.2 Ed., Lippincott, Williams & Wilkins (2003), y
publicaciones similares. La forma farmacéutica a administrar, en todo caso, contendra una cantidad del agente activo
en una cantidad terapéuticamente eficaz para el alivio de la afeccidén que se esta tratando cuando se administra de
acuerdo con las ensefianzas del presente documento.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden envasarse en cualquier envase que
facilite la estabilidad de la formulacién del farmaco. Las formulaciones farmacéuticas proporcionadas por la presente
invencién pueden estar contenidas en un recipiente esterilizado, tales como jeringas, viales o ampollas de diferentes
tamanfos y capacidades. El recipiente esterilizado puede contener opcionalmente entre 1-50 ml, 1-25 ml, 1-20 ml, 1-
10 ml o 1-5 ml de las formulaciones. Los recipientes esterilizados mantienen la esterilidad de las formulaciones
farmacéuticas, facilitan el transporte y el almacenamiento, y permiten la administracion de las formulaciones
farmacéuticas sin un paso previo de esterilizacion.

En el presente documento se describe un kit para administrar la formulacién liquida que comprende el principio activo
a un hospedador que lo necesite. En un aspecto descrito en el presente documento, el kit comprende el agente activo
(por ejemplo, TH-302) y un portador (por ejemplo, etanol), que comprende el tensioactivo no iénico (por ejemplo,
TWEEN 80). La mezcla del agente activo en una solucidon que comprende el portador y el tensioactivo da lugar
preferentemente a la formacién de una formulacion farmacéutica descrita en el presente documento. Por ejemplo, el
kit puede comprender un primer recipiente que comprende un farmaco antineoplasico activado por hipoxia en forma
sélida; y un recipiente que comprende un portador que contiene un tensioactivo no iénico; en donde la adicién del
portador al farmaco sélido da lugar a la formacion de una formulacién farmacéutica para administrar el farmaco. La
mezcla del farmaco sélido y el portador puede formar opcionalmente una formulacién farmacéutica que comprende
TH-302 en una concentraciéon descrita anteriormente, por ejemplo, aproximadamente 60 mg/ml. A modo ilustrativo,
entre 30 y 300 mg de TH-302 por ml de portador, opcionalmente entre 50 y 200 mg, y pueden utilizarse entre 100 mg
y 150 mg por ml del portador y del tensioactivo no idnico.

Las formulaciones farmacéuticas suministradas en recipientes o kits pueden estar en una forma adecuada para la
administracion directa o pueden estar en una forma concentrada que requiera dilucién en relacién con lo que se
administra al paciente. Por ejemplo, las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden estar
en una forma adecuada para la administracion directa por via intravenosa o pueden estar en una forma concentrada
que se diluye antes de la administracién. En un aspecto descrito en el presente documento, se administran de
aproximadamente 500 a 1200 mg de TH-302 en una formulacion descrita en el presente documento a un paciente a
lo largo de 30-60 minutos después de la dilucion en DSW hasta un volumen total de aproximadamente 500 ml.

Las composiciones descritas en el presente documento son utiles en aplicaciones terapéuticas, por ejemplo, para el
tratamiento del cancer. Aunque las formulaciones descritas en el presente documento pueden administrarse por
diversas vias de administracion, suelen administrarse por via intravenosa (por ejemplo, por infusién), pero puede
utilizarse cualquier método aceptable (por ejemplo, por via intraarterial, mediante suministro local por catéter o stent'y
similares).

En un aspecto descrito en el presente documento, una formulacion de farmaco antineoplasico activado por hipoxia se
infunde a través de un conector, como un conector de sitio Y, que tiene tres vias, cada una conectada a un tubo. Como
ejemplo, se pueden utilizar conectores en Y BAXTER® de diferentes tamafos. Un recipiente que contiene la
formulacion del farmaco antineoplasico activado por hipoxia esta unido a un tubo unido ademas a una via del conector.
Los liquidos de infusién, tales como cloruro de sodio al 0,9 %, o dextrosa al 5 %, o glucosa al 5 %, o solucién de Ringer
lactato, se infunden a través de un tubo unido a la otra via del conector de sitio Y. Los fluidos de infusion y las
formulaciones de farmacos antineoplasicos activados por hipoxia se mezclan dentro del conector de sitio Y. La mezcla
resultante se infunde al paciente a través de un tubo conectado a la tercera via del conector de sitio Y. La ventaja de
esta estrategia de administracion sobre la técnica anterior es que el farmaco antineoplasico activado por hipoxia se
mezcla con los fluidos de infusiéon antes de entrar en el cuerpo del paciente, reduciendo asi el tiempo en que puede
producirse la descomposicién de las formulaciones terapéuticas debido al contacto con el agua. En algunas
realizaciones, el farmaco antineoplasico activado por hipoxia se mezcla menos de 10, 5, 2 o 1 minutos antes de entrar
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en el cuerpo del paciente. En algunas realizaciones, el farmaco antineoplasico activado por hipoxia se mezcla menos
de 8, 6, 4, 2 0 1 horas antes de entrar en el cuerpo del paciente.

Como se ha indicado anteriormente, las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento ofrecen la
ventaja adicional de que dado que la solucién de tensioactivo no iénico/alcohol puede mezclarse faciimente con agua,
D5W o solucién salina, las formulaciones pueden diluirse mas facilmente y sin problemas justo antes de su
administracion. Por ejemplo, las formulaciones farmacéuticas pueden diluirse con agua, solucion salina o D5W dentro
del periodo de las 8 horas anteriores a la administraciéon a un paciente.

En un aspecto descrito en el presente documento, la administracion de la infusién se realiza después de determinar
la dosis en mg para un paciente multiplicando la superficie corporal del paciente por la dosis de TH-302 prescrita. El
numero apropiado de viales (por ejemplo, 100 mg/vial) de TH-302 se retira de un congelador a -20 °C y se deja en
condiciones ambientales durante 30-60 minutos para permitir que los viales se calienten hasta temperatura ambiente.
Cada vial de 100 mg se reconstituye con 25 ml de D5W estéril y se agita bien. El numero de ml de TH-302 reconstituido
necesario se calcula multiplicando la dosis en mg deseada por 0,25 (por ejemplo, una dosis de 1000 mg requiere
250 ml). Antes de afadir TH-302 reconstituido a una bolsa para infusion intravenosa de D5W estéril de 500/1000 ml,
se retira el volumen equivalente de TH-302 que se va a afadir a la bolsa, para que cuando se afiada el medicamento
reconstituido a la bolsa el volumen total sea de 500/1000 ml.

Se pueden infundir a los pacientes las formulaciones de farmaco antineoplasico activado por hipoxia durante cualquier
tiempo terapéuticamente adecuado, por ejemplo, aproximadamente 15, 30 o 45 minutos o durante 1, 2, 3, 4, 5 0 mas
horas. La velocidad y el volumen de la infusiéon pueden regularse en funcién de las necesidades del paciente. La
regulacion de la infusion de formulaciones de farmacos antineoplasicos activados por hipoxia puede realizarse de
acuerdo con los protocolos existentes. A modo ilustrativo, en la tabla 1 se describen volimenes de dilucion y tiempos
de infusidn ilustrativos basados en la dosis total administrada para TH-302 (se permiten tiempos de infusién mas largos
segun el criterio del médico sobre el tiempo necesario para administrar el volumen de infusion).

TABLA 1
Dosis total de TH-302 (mg) Volumen de infusion (ml) Duracion de la infusion* (minutos)
<1000 500 30
1000 o mas 1000 60

Se permiten infusiones mas largas segun el criterio del investigador sobre el tiempo necesario para administrar el
volumen de infusion.

El area superficial de un paciente individual puede determinarse usando métodos rutinarios conocidos para los
oncologos y otros proveedores de servicios médicos. Para un ser humano adulto, una dosis de 1 mg/m? de un agente
activo (farmaco) = aproximadamente 1,7 mg de dicho agente o farmaco por paciente (es decir, el humano adulto
prototipico tiene un area superficial de 1,7 m?). Por lo tanto, por ejemplo, 100 mg/m? de un farmaco = aproximadamente
170 mg de dicho farmaco por paciente.

Como se describe con mayor detalle a continuacién, las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente
documento pueden coadministrarse con otros agentes. La coadministracion en el contexto de esta divulgacion se
define como la administracién de mas de un agente terapéutico en el curso de un tratamiento coordinado para lograr
un resultado clinico mejorado. Dicha coadministracion también puede ser coexistente, es decir, que se produce
durante periodos de tiempo superpuestos. El agente adicional administrado puede estar en cualquier forma
convencional y puede incluir fluidos de infusion, compuestos terapéuticos, liquidos nutritivos, liquidos antimicrobianos,
agentes tamponantes y estabilizantes. Los compuestos terapéuticos, en este contexto, incluyen, pero sin limitacion,
agentes antineoplasicos, agentes alquilantes, agentes que son miembros de la superfamilia de los retinoides, agentes
antibidticos, agentes hormonales, agentes derivados de plantas, agentes bioldgicos, interleucinas, interferones,
citocinas, agentes inmunomoduladores y anticuerpos monoclonales. Como se divulga en detalle en la seccién IV,
cuando el agente adicional es un farmaco antineoplasico, en las realizaciones preferidas la administracion de los dos
agentes no es contemporanea.

Opcionalmente, las formulaciones de TH-302 descritas en el presente documento pueden administrarse o
coadministrarse con un agente antineoplasico no activado por hipoxia, mediante administracion local. Véanse las
secciones lll - V, mas adelante y los ejemplos. La formulacién, dosis, via de administracion, frecuencia, y otros modos
de administracion de diversos agentes antineoplasicos distintos de TH-302, tales como docetaxel, doxorrubicina,
gemcitabina, y pemetrexed, administrados de acuerdo con los presentes métodos, se divulgan en el presente
documento, estan disponibles en la bibliografia médica y/o son conocidos por los expertos en la materia. La
administracion local de las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento puede realizarse
mediante diversas técnicas y estructuras que administran la formulacién farmacéutica en el lugar deseado o cerca de
él. Los ejemplos de técnicas y estructuras de administracion local no pretenden ser limitantes, sino ilustrativos de las
técnicas y estructuras disponibles. Entre los ejemplos se encuentran los catéteres de administracion local, portadores
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de sitio especifico, implantes, inyeccion directa o aplicaciones directas.

La administracién local por medio de un catéter permite la administracion de una combinacion secuencial de agentes
y/o composiciones terapéuticas directamente en el lugar deseado segun los métodos descritos en el presente
documento. Se describen ejemplos de administracién local usando un catéter de balén en el documento EP 383 492
A2y en la Patente de los Estados Unidos n.° 4.636.195. Otros ejemplos de técnicas y estructuras locales basadas en
catéteres se divulgan en la Patente de los Estados Unidos n.° 5.049.132 y la Patente de los Estados Unidos n.°
5.286.254. Generalmente, el catéter se coloca de manera que los agentes terapéuticos puedan ser administrados en
el lugar deseado o cerca de él. Las dosis administradas a través del catéter pueden variar, segun las determinaciones
realizadas por un experto, pero a menudo son en cantidades eficaces para crear un efecto citotéxico o citostatico en
el lugar deseado. Preferentemente, estas cantidades totales son inferiores a las cantidades totales para la
administracion sistémica de los productos farmacéuticos descritos en el presente documento, y son inferiores a la
dosis maxima tolerada. La administracion de las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento a
través de catéteres debe formularse preferentemente con una viscosidad que permita la administracion a través de un
pequefo catéter de tratamiento, y puede formularse con ingredientes adicionales farmacéuticamente aceptables
(activos e inactivos).

La administracién local mediante un implante describe la colocacién de una matriz que contiene las formulaciones
farmacéuticas descritas en el presente documento en el lugar deseado. El implante puede depositarse mediante
cirugia o por otros medios. La matriz implantada libera la combinacion de la invenciéon de agentes y/o composiciones
terapéuticas por difusion, reaccion quimica, activadores de disolventes u otros mecanismos equivalentes. Los
ejemplos se exponen en Langer, 1990, Science 249:1527-33. A menudo, los implantes pueden tener una forma que
libera la combinacion de la invencidn de agentes y/o composiciones terapéuticas a lo largo del tiempo; estos implantes
se denominan implantes de liberacion prolongada. El material de construccién de los implantes variara en funcion de
la naturaleza del implante y del uso especifico que se le vaya a dar. Por ejemplo, los implantes bioestables pueden
tener una estructura de soporte rigida o semirrigida, con la combinacién de la invencion de agentes terapéuticos y/o
la entrega de la composicion que tiene lugar a través de un recubrimiento o una estructura de soporte poroso. Otros
implantes pueden estar hechos de un liquido que se endurece después de ser implantado o pueden estar hechos de
un gel. Las cantidades de la combinacion de la invencion de agentes terapéuticos y/o la composicion presente en el
implante o sobre él pueden ser en una cantidad eficaz para tratar la proliferacion celular en general, o una indicacion
especifica de proliferacion, tales como las indicaciones analizadas en el presente documento.

Las formulaciones descritas en el presente documento pueden usarse para tratar cualquier tipo de cancer en un sujeto,
en particular, canceres que contienen areas sustanciales de tejido hipdxico. Dichos canceres incluyen, entre otros, el
cancer de pulmon (incluido el cancer microcitico y no microcitico de pulmén), cancer de mama, cancer de colon, cancer
de cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de pancreas, sarcomas de tejidos blandos y cancer de prostata. Las
formulaciones descritas en el presente documento también pueden utilizarse para tratar enfermedades
hiperproliferativas no cancerosas

TH-302 formulado como se ha comentado anteriormente puede administrarse como monoterapia o en combinacion
con la administracion de otros agentes antineoplasicos. La formulacién puede administrarse junto con un tratamiento
terapéutico antineoplasico, incluida, pero sin limitacion, cirugia (por ejemplo, en un entorno adyuvante o neoadyuvante)
o radiacion.

l1l. ADMINISTRACION DE TH-302 EN MONOTERAPIA CONTRA EL CANCER

TH-302 puede administrarse como monoterapia (es decir, solo, no en combinacién con ningun otro agente
antineoplasico), para tratar el cancer, tal como se describe en esta seccion con fines meramente ilustrativos. TH-302
puede administrarse como monoterapia para el tratamiento del melanoma (incluido el melanoma metastasico) o del
CPMC (incluido el CPMC refractario). Como se analiza mas adelante y en el ejemplo comparativo 2, TH-302 ha
mostrado una notable actividad antineoplasica cuando se administra a pacientes diagnosticados de melanoma o de
CPMC.

TH-302 suele administrarse por via intravenosa (por ejemplo, en infusion) para la monoterapia. En algunos aspectos
descritos en el presente documento, una formulacion de TH-302/etanol/TWEEN 80 comentada anteriormente se diluye
en D5W o solucion salina para su infusion. Aunque es posible una variedad de pautas posolégicas, TH-302 se
administra tipicamente durante uno o mas ciclos de (a) una vez a la semana durante 3 semanas consecutivas, seguido
de una semana sin administracién de TH-302 (por ejemplo, administrado en los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias)
denominado "ciclo de 4 semanas”, (b) una vez a la semana; (c) una vez cada tres semanas, o (d) dos veces cada tres
semanas (por ejemplo, administrado en los dias 1 y 8 de un ciclo de 21 dias). Para un régimen de dosificacion que
comprende un "ciclo de 4 semanas" TH-302 puede administrarse, por ejemplo, a una dosis de 480 mg/m? a 670 mg/m?,
mas preferentemente de 480 mg/m? a 575 mg/m?, preferentemente de aproximadamente 575 mg/m?. Para la
administracion semanal, TH-302 puede administrarse una vez por semana en dosis de hasta 575 mg/m?. Para
administrar una vez cada tres semanas, la dosis puede ser de hasta 670 mg/m2. Para algunos pacientes, pueden
administrarse dosis de hasta 940 mg/m? o mayores una vez cada 3 semanas. Pueden seleccionarse otras dosis en
funcién de la edad, el estado de salud y otros factores del paciente.
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En diversos aspectos descritos en el presente documento, la cantidad de TH-302 administrada es de
aproximadamente 670 mg/m?, 575 mg/m?, 560 mg/m?, 480 mg/m?, 360 mg/m?, 240 mg/m?, y 120 mg/m?, cuando TH-
302 se administra por via intravenosa (por ejemplo, por infusion).

Como otros agentes antineoplasicos, TH-302 se administra habitualmente en multiples ciclos. Por ejemplo y sin
limitacion, TH-302 puede administrarse mediante un "ciclo de 4 semanas" durante de 1 a 13 ciclos, de 1 a 7 ciclos o
de 1 a 4 ciclos. Como segundo ejemplo, TH-302 puede administrarse con una frecuencia de una vez por semana
durante de 3 a 52, de 3 a 28, de 3 a 6 o de 3 a 8 ciclos (semanas). Como tercer ejemplo, TH-302 puede administrarse
con una frecuencia de una vez cada tres semanas durante de 3 a 52, de 3 a 28, de 3 a 6 o de 3 a 8 semanas. Los
profesionales médicos reconoceran que algunos de estos periodos de administracion de TH-302 incluyen una o mas
semanas de reposo farmacoldgico durante las cuales no se administra TH-302.

Como se ha indicado, TH-302 ha demostrado ser beneficioso en pacientes con melanoma metastasico. La tasa de
remision histérica en el melanoma metastasico de primera linea es de aproximadamente el 10 %, por lo que los
resultados del tratamiento con TH-302 son bastante notables. Se ha tratado con monoterapia de TH-302 a once sujetos
con melanoma metastasico con dosis iniciales de 575 mg/m? a 670 mg/m? como parte de un régimen de dosificacion
de 3 semanas consecutivas repetido cada 4 semanas. Se han realizado evaluaciones tumorales RECIST en ocho
sujetos. Tres de los ocho sujetos evaluados han tenido remisiones parciales y tres de los ocho sujetos han tenido
enfermedad estable. Cuatro de los ocho sujetos continuaron en el estudio para ciclos de dosificacion adicionales. Dos
de los tres sujetos con remisién parcial continuaron en el estudio al menos durante el ciclo 3 y el ciclo 7. El otro sujeto
abandono el estudio con un deterioro clinico asociado a un declive neuroldgico por las metastasis cerebrales.

Se ha tratado a ocho sujetos con CPMC con monoterapia de TH-302 a dosis iniciales de 480 mg/m? a 670 mg/m?
como parte de una pauta posoldgica de 3 semanas consecutivas repetida cada 4 semanas (esto excluye un sujeto al
que se administraron 60 mg/m? durante el aumento gradual de la dosis inicial). Se realizaron evaluaciones tumorales
RECIST inicialmente para siete sujetos. Dos de los siete sujetos tuvieron remisiones parciales y otros tres de estos
mismos siete sujetos tuvieron enfermedad estable. La tasa de remisién histérica en el CPMC refractario es inferior al
10 %, por lo que, nuevamente, estos resultados son bastante notables. Uno de los siete sujetos continu6 en el estudio
para ciclos adicionales de tratamiento.

Después de que se estableciera la DMT en 575 mg/m? para la monoterapia con TH-302 administrada una vez por
semana durante tres semanas de un ciclo de cuatro semanas, se inicié una pauta posoldgica de TH-302 una vez cada
tres semanas. Se han administrado 940 mg/m? a seis sujetos y dos de los seis sujetos han experimentado toxicidad
limitante de la dosis. La DMT para la dosis de una vez cada tres semanas es de 670 mg/m? a menos que se explore
una dosis entre 670 mg/m? y 940 mg/mZ.

En el presente documento se proporcionan otras dosis terapéuticamente eficaces de TH-302 para la monoterapia. En
diversos aspectos descritos en el presente documento, la dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 en los métodos de
tratamiento del cancer estd en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 100 mg/m? a aproximadamente
700 mg/m?, de 200 mg/m? a aproximadamente 700 mg/m?, de aproximadamente 300 mg/m? a aproximadamente
600 mg/m?, de aproximadamente 350 mg/m? a aproximadamente 550 mg/m?, de aproximadamente 400 mg/m? a
aproximadamente 500 mg/m?, de aproximadamente 400 mg/m? a aproximadamente 600 mg/m?, de aproximadamente
450 mg/m? a aproximadamente 550 mg/m?, de aproximadamente 450 mg/m? a aproximadamente 575 mg/m?, de
aproximadamente 480 mg/m? a aproximadamente 670 mg/m? y de aproximadamente 670 mg/m? a <940 mg/m?. Otro
aspecto descrito en el presente documento proporciona métodos para tratar el cancer que comprenden la
administracion de TH-302 en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 700 mg/m? a aproximadamente
1200 mg/m? o de aproximadamente 800 mg/m? a aproximadamente 1000 mg/m?, especialmente cuando se
proporciona profilaxis contra la toxicidad, por ejemplo, como se analiza a continuacion. En algun aspecto descrito en
el presente documento, la dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 en monoterapia es de aproximadamente
200 mg/m? a aproximadamente 500 mg/mZ.

Un aspecto descrito en el presente documento proporciona la administracion en monoterapia de TH-302 a un paciente
con cancer microcitico de pulmén. En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se administra
una vez a la semana durante 3 semanas, seguido de una semana sin administracion (por ejemplo, los dias 1, 8 y 15
de un ciclo de 28 dias). En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se administra a un paciente
con cancer microcitico de pulmén una vez a la semana durante 3 semanas, seguido de una semana sin administracion
a una dosis en el intervalo de aproximadamente 480 mg/m? a aproximadamente 670 mg/m?2. En algunos aspectos
descritos en el presente documento, TH-302 se administra durante al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o
al menos 6 ciclos de 28 dias. En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se administra una vez
cada tres semanas (por ejemplo, el dia 1 de un ciclo de 21 dias). En algunos aspectos descritos en el presente
documento, TH-302 se administra a un paciente con cancer microcitico de pulmén una vez cada 3 semanas a una
dosis en el intervalo de aproximadamente 670 mg/m? a menos de 940 mg/m?2. En algunos aspectos descritos en el
presente documento, TH-302 se administra durante al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6
ciclos de 21 dias.
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Un aspecto descrito en el presente documento proporciona la administracion en monoterapia de TH-302 a un paciente
con melanoma metastasico. En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se administra una vez
a la semana durante 3 semanas, seguido de una semana sin administracion (por ejemplo, los dias 1, 8 y 15 de un
ciclo de 28 dias). En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se administra a una dosis en el
intervalo de aproximadamente 480 mg/m? a aproximadamente 670 mg/m?, en ocasiones de aproximadamente
575 mg/m? a aproximadamente 670 mg/m2. En algunos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 se
administra durante al menos 2, al menos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6 ciclos de 28 dias.

TH-302 tiene un atractivo perfil de seguridad como monoterapia. Se tolera bien a dosis relativamente altas y no induce
mielosupresion significativa que limite la dosis. Las toxicidades limitantes de la dosis en un estudio de aumento de
dosis fueron mucositis con un acontecimiento de grado 3 que afectaba a la mucosa oral y un acontecimiento de grado
3 que afectaba a la mucosa gastrointestinal. TH-302 también produce una erupcién cutanea predecible que es
proporcional a la dosis y es reversible. La erupcion es tipicamente de grado 1 o grado 2 dependiendo de la dosis y
aumenta su incidencia a partir de una dosis semanal en monoterapia de 480 mg/m?. Las erupciones cutaneas y las
toxicidades en las mucosas observadas en los ensayos clinicos son coherentes con la farmacologia subyacente de
un profarmaco activado por hipoxia, porque tanto la piel normal como la mucosa superficial contienen regiones de
hipoxia significativa. En un ensayo clinico en pacientes que recibian TH-302 (575 mg/m?), la erupcion se trato de forma
proactiva educando al sujeto haciendo hincapié en la importancia de la higiene personal, incluida la higiene de la piel,
mantener la piel seca y evitar una presion elevada y prolongada en regiones de la piel, agentes topicos que contienen
oxido de zinc, agentes antifingicos y agentes antibacterianos. Los informes anecdéticos de los centros clinicos
muestran una aparente disminucion de la gravedad y la duracién de la toxicidad cutanea. De manera similar, el uso
profilactico de un enjuague bucal terapéutico (que contiene dexametasona, difenhidramina, nistatina y tetraciclina)
parece reducir la incidencia y la gravedad de las lesiones orales. Por tanto, un aspecto descrito en el presente
documento proporciona métodos para tratar el cancer en los que se administra al paciente TH-302 (u otro compuesto
de féormula 1) en combinacion con una formulacion oral y/o tépica de un farmaco u otro agente para prevenir el dafio
de la mucosa y/o la piel. Preferentemente, el farmaco o agente se administra de forma profilactica (antes de que se
produzcan dafios significativos en la mucosa o la piel). Por ejemplo y sin limitacion, los agentes tépicos adecuados
incluyen uno o una combinacion de los siguientes: agentes topicos que contienen 6xido de zinc, agentes antifungicos,
agentes antioxidantes y/o antibacterianos. Los antioxidantes tépicos disponibles para su uso en humanos incluyen
vitamina C topica, vitamina E topica, melatonina topica y combinaciones de los mismos (véase Dreher y Maiback,
2001, "Protective Effects of Topical Antioxidants in Humans" Oxidants and Antioxidants in Cutaneous Biology. Current
Problems in Dermatology.

Basilea, Karger 29:157-164). Puede utilizarse DMSO topico (véase la Patente de los Estados Unidos 6.060.083). Otros
agentes incluyen, por ejemplo, analogos de la vitamina K (véase la Publicacién de Patente de US 2009/0239952),
vitamina C tépica, vitamina E tdpica, corticoides tépicos, crema de mentol, minociclina tépica; lociones, tales como
clindamicina al 2 %/hidrocortisona al 1 %, soluciones de glutamina y melatonina. Pueden utilizarse agentes sistémicos
que incluyan agentes antifungicos (por ejemplo, nistatina) y agentes antibacterianos (por ejemplo, tetraciclina).

Ademas de la administracion de TH-302 para el tratamiento del cancer, pueden administrarse en monoterapia otros
compuestos de formula |, tales como TH-281, de acuerdo con los métodos, dosis, pautas y profilaxis descritos en el
presente documento en relacién con TH-302.

IV. ADMINISTRACION DE AGENTES ANTINEOPLASICOS HAP Y NO HAP EN TERAPIA COMBINADA

La presente divulgacion también proporciona métodos para tratar el cancer mediante la administracion de profarmacos
activados por hipoxia, incluido TH-302, a pacientes oncoldgicos, en combinacion con otro farmaco antineoplasico, en
donde se maximiza la eficacia terapéutica de la combinacion y se minimiza la toxicidad del tratamiento combinado
mediante la administracion del profarmaco activado por hipoxia ("HAP") y del otro farmaco antineoplasico de manera
no contemporanea; véase el ejemplo 3, mas adelante. En particular, la invencion proporciona:

(i) composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de pulmon, en donde la primera composicion
comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-bromoetil)fosforrodamico (TH-302)
y la segunda composicion comprende docetaxel, en donde se administra en primer lugar una dosis eficaz de TH-
302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de 2 a 24 horas después del
final de la administracion de TH-302; y

(ii) composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de prostata, en donde la primera
composicion comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicion comprende docetaxel, en donde se administra en
primer lugar una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302, seguida de la administraciéon de una dosis
terapéuticamente eficaz de docetaxel, desde al menos 30 minutos hasta 10 horas después de finalizar la
administracion de TH-302.

La administracion de dos farmacos con cierto intervalo de tiempo de separacion de acuerdo con la presente invencion
se denomina "administracién no contemporanea" de los dos farmacos.
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La presente divulgacion también proporciona, con fines Unicamente ilustrativos, un método para tratar el cancer en un
paciente que comprende administrar un farmaco activado por hipoxia en combinacién con otro farmaco antineoplasico,
en donde el HAP se administra en primer lugar y el retardo entre la finalizaciéon de la administracion del HAP y el
comienzo de la administracion del otro farmaco antineoplasico es igual a aproximadamente la t12 del HAP, o igual a al
menos la t12 del HAP, o igual a aproximadamente el doble de la t12 del HAP, o igual a al menos el doble de la t12 del
HAP. En un aspecto descrito en el presente documento, el retardo se encuentra en el intervalo delimitado por la t1,2
del HAP y el doble de la t12 del HAP.

En un aspecto del método descrito en el presente documento con fines Unicamente ilustrativos, el HAP es TH-302,
TH-281 u otro compuesto de férmula I. En otro aspecto del método, el profarmaco activado por hipoxia es AQ4N. En
un aspecto del método, el HAP es PR104 que tiene una estructura de férmula que se muestra a continuacion:

NO,
)]
O,N
Jl
Br O “OPO3H()
o4§\

Las sales farmacéuticamente activas de PR104 también son utiles de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento con fines Unicamente ilustrativos. PR104 es un HAP para el que se ha determinado que la dosis
maxima tolerada (DMT) y la dosis recomendada, tras un estudio de fase |, es de 1.100 mg/m?. Véase, Jameson et al.,
J. Clin. Oncol., 26: 2008 (supl. de 20 de mayo; res. 2562). Los estudios de fase 1l con PR104 se iniciaron administrando
PR104 a 200-275 mg/m?2. Véase, Tchekmedyian et al., J Clin Oncol 26: 2008 (supl. de 20 de mayo; res. 3575). Sin
embargo, cuando se administra en combinacién con gemcitabina y docetaxel, la DMT de PR104 mas gemcitabina o
docetaxel fue de 140 mg/m? para PR104 mas gemcitabina y <200 mg/m? para PR104 mas docetaxel. Los métodos
descritos en el presente documento, con fines ilustrativos, solo permiten la administracion de dosis mas altas de HAP
en dichas terapias combinadas, que incluyen HAP, tales como TH-302, TH-281, PR104 y AQ4N (véanse, por ejemplo,
las Publicaciones de Patente PCT n.° WO 00/064864, WO 04/087075, WO 07/002931 y WO 08/083101, vy la
Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos n.° 2007/0032455).

En otro aspecto del método descrito en el presente documento con fines meramente ilustrativos, el profarmaco
activado por hipoxia se selecciona entre el grupo que consiste en los N-6xidos de los alcaloides de la vinca. Ciertos
N-6xidos de los alcaloides de la vinca utiles en los métodos descritos en el presente documento se proporcionan en
la publicacion de patente PCT n.° WO 07/098091. En un aspecto del método, el HAP es un compuesto descrito en
cualquiera de las publicaciones PCT n.° 2000/064864, 2004/087075, 2005/086951, 2005/087075, 2006/057946,
2007/002931, 2008/083101, 2008/151253, 2009/018163 y 2009/033165, la solicitud PCT n.° US09/044038, las
publicaciones de solicitud de patente de los Estados Unidos n.° 20050256191 y 20070032455 y la solicitud de patente
provisional de los Estados Unidos n.° 61/218.043. En estas publicaciones también se describen las vias, la frecuencia
y otros parametros de la administracion de cantidades terapéuticamente eficaces de HAP (véase también Jameson et
al, J Clin Oncol, 26 2008 (supl. de 20 de mayo, res. 2562) y Tchekmedyian et al, J Clin Oncol 26 2008 (supl. de 20 de
mayo, res. 3575)). Otros profarmacos ilustrativos activados por hipoxia son las benzotriazinas, tales como la
tirapazamina (TPZ SR4233, 1,4-didxido de 1,2,4-benzotriazin-3-amina), compuestos nitroaromaticos (por ejemplo,
misonidazol, 1-metil-3-(2-nitro-1-imidazolil)-2-propanol y RB 6145, 2-nitroimidazol) (véase, por ejemplo, Adams et al,
1994, Int J Radiat Oncol Biol Phys 29 231-38), antraquinonas (por ejemplo, AQ4N, 1,4-bis-[[2-(dimetilamino-N-
oxido)etillamino]5,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona) (véase, por ejemplo, Patterson, 1993, Cancer Metastasis Rev 12
119-34, Patterson, 2002, Drug Metab Rev 34 581-92, Patterson et al, 2000, Br J Cancer 82 1984-90), la unidad de
cloroquinolina que dirige el ADN al 2-nitroimidazol (por ejemplo, clorhidrato de NLCQ-1,4-[3-(2-nitro-1-imidazolil)-
propilamino]-7-cloroquinolina) (véase, por ejemplo, Papadopoulou et al 2003, Clin Cancer Res 9 5714-20), mostazas
de dinitrobenzamida (por ejemplo, SN 23862, 5-(N,N-bis(2-cloroetil)amino)-2,4-dinitrobenzamida y SN 28343) (véase,
por ejemplo, Sum et al, 1997, Oncol Res 9 357-69, Helsby, et al, 2003, Chem Res Toxicol 16 469-78), mostazas de
fosforamidato de nitrobencilo (fosforamidatos nitroheterociclicos) (véase, por ejemplo, Borch et al, 2000 J Med Chem
43 2258-65), sales metilcuaternarias nitroheterociclicas (sales cuaternarias de nitroarilmetilo) (véase, por ejemplo,
Tercel et al 2001 J Med Chem 44 351 1-22), complejos de cobalto(lll) (véase, por ejemplo, Wilson et al, 1994, Int J
Radiat Oncol Biol Phys 29 323-27) e indoloquinonas (véase, por ejemplo, Everett et al, 2002, Biochem Pharmacol 63
1629-39). En un aspecto del método, el HAP no es tirapazamina o un analogo de tirapazamina.
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El tratamiento del cancer suele implicar la administracion de multiples ciclos de farmacos, y para muchos canceres,
se administran multiples farmacos. A modo ilustrativo, y no como limitacién, pueden administrarse dos farmacos
antineoplasicos, A y B, en diversas secuencias de administracion, como se ilustran a continuacién

i. ABAAABAAABAA (repeticiones o "ciclos" de ABAA),
ii. ABAABAABAABA (ciclos de ABA),

iii. ABABABABABABABAB (ciclos de AB);

iv. ABBABBABBABBABB (ciclos de ABB); y

v. ABBBABBBABBBABBB (ciclos de ABBB).

Cualquiera de estos (y otros) ciclos de administracion puede emplearse de acuerdo con la presente divulgacion. Como
ejemplo ilustrativo, la secuencia ABAAABAAABAA puede representar 3 ciclos en los que "A" es TH-302 administrado
los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias y "B" es gemcitabina administrada de manera no coincidente con A el dia 1
del ciclo. Se entendera que cuando haya multiples ciclos y/o multiples administraciones de uno o mas farmacos dentro
de un ciclo, el retraso entre la finalizacion de la administracién de HAP y el inicio de la administraciéon del farmaco
distinto de HAP se refiere al periodo entre las administraciones secuenciales de HAP y no HAP. Por ejemplo, en un
ciclo A B1B2Bs el periodo entre la finalizacién de la administraciéon de A y el comienzo de la administracion de B+ esta
medido (en lugar de, por ejemplo, el periodo entre la finalizacion de la administracion de A y el inicio de la
administracion de Bs).

Las enfermedades hiperproliferativas distintas del cancer también pueden tratarse con los métodos descritos en el
presente documento con fines meramente ilustrativos.

En algunos aspectos de los métodos descritos en el presente documento con fines meramente ilustrativos, el farmaco
antineoplasico que no se activa hipoxicamente se selecciona entre el grupo que consiste en alquilantes de platino
(cisplatino, carboplatino, oxaliplatino y satraplatino), docetaxel, doxorrubicina, gemcitabina, paclitaxel, 5-fluorouracilo
y pemetrexed.

Los farmacos antineoplasicos administrados de acuerdo con la presente divulgacion pueden administrarse a través
de diversas rutas, entre las que se incluyen, sin limitacion, las vias i.v. y orales. Se proporcionan las rutas, la frecuencia
y las cantidades terapéuticamente eficaces de administracion de medicamentos contra el cancer que no se activan
por hipoxia, por ejemplo, en las ediciones mas recientes de la revista PHYSICIANS’ DESK REFERENCE, Medical
Economics Company, Inc., Oradell, N.J.; y THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS, de Goodman y
Gilman, McGraw-Hill, Nueva York, Brown et al., Cancer Lett, 1978, 5::291-97, Yamada et al., Cancer Lett, 2001,
172:17-25, y/o estan disponibles en la Federal Drug Administration y/o se discuten en la bibliografia médica.

Otro aspecto descrito en el presente documento con fines meramente ilustrativos proporciona un método para tratar
el cancer y otras enfermedades hiperproliferativas, comprendiendo dicho método la administracion de un profarmaco
activado por hipoxia y radioterapia, a un paciente que necesita dicho tratamiento, en donde el HAP (por ejemplo, TH-
302) se administra desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 48 horas, mas tipicamente entre 1y 24
horas antes de iniciar la radioterapia. En un aspecto descrito en el presente documento con fines Unicamente
ilustrativos, tanto el tratamiento con HAP como la radioterapia se administran en un periodo de 24 horas, el HAP se
administra en primer lugar, y la radiacién se administra al menos aproximadamente 30 minutos y no mas de 24 horas
después de interrumpir la administracion del HAP. En un aspecto descrito en el presente documento, el intervalo entre
la administracion del HAP y la radioterapia es de 2-4 horas, tal como aproximadamente 2 horas o aproximadamente 4
horas.

V. TERAPIAS COMBINADAS CON TH-302 EN COMBINACION CON OTROS AGENTES ANTINEOPLASICOS

En el presente documento se describen métodos de tratamiento del cancer mediante la administracion de TH-302 en
combinacioén con un segundo agente antineoplasico (distinto de un HAP) a un paciente que necesita dicho tratamiento.
En particular, la presente invencién proporciona composiciones para su uso en el tratamiento del cancer, en donde la
primera composicion comprende una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 y la segunda composicién comprende
una dosis terapéuticamente eficaz de un farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia, en
donde el cancer se selecciona entre cancer esofagico, cancer de pancreas, CPNM, cancer neuroendocrino, sarcoma
de tejidos blandos, cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular (HCC), cancer renal, o cancer parotideo y el farmaco
antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia es el pemetrexed.

Como se analiza a continuacién con fines Unicamente ilustrativos, una amplia variedad de tumores sélidos y de
tumores sdlidos avanzados pueden tratarse administrando TH-302 en combinacion con un segundo agente
antineoplasico que no sea un HAP, y una amplia variedad de agentes antineoplasicos pueden administrarse en
combinacién con TH-302 para obtener un beneficio terapéutico. Por ejemplo, los datos clinicos muestran que la
combinacion de TH-302 con gemcitabina tiene una actividad notable en el cancer de pancreas de primera linea y las
combinaciones de TH-302 con docetaxel o pemetrexed tienen una actividad notable en el cancer de pulmén no
microcitico (CPNM) refractario. La combinacion de TH-302 con doxorrubicina es muy prometedora en el sarcoma de
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tejidos blandos.

Los agentes antineoplasicos, que pueden utilizarse junto con TH-302, son bien conocidos. En ciertos aspectos
descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el agente antineoplasico distinto de TH-302 se
selecciona entre el grupo que consiste en docetaxel, doxorrubicina, gemcitabina y pemetrexed. Véanse las tablas 2 y
3, mas adelante. En ciertos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el agente
antineoplasico distinto de TH-302 se selecciona entre el grupo formado por los alquilantes de platino (cisplatino,
carboplatino, oxaliplatino y satraplatino), docetaxel, doxorrubicina, gemcitabina, paclitaxel, 5-fluorouracilo y
pemetrexed.

Las observaciones clinicas realizadas hasta la fecha respaldan las siguientes conclusiones. De acuerdo con los
métodos descritos en el presente documento con fines ilustrativos, TH-302 puede combinarse ampliamente con las
quimioterapias estandar utilizadas habitualmente, en particular con gemcitabina, docetaxel, pemetrexed vy
doxorrubicina. La DMT de TH-302 en cada una de las combinaciones sera probablemente superior al 50 % de la DMT
de la monoterapia semanal con TH-302. Se ha observado una amplia actividad con respuestas RECIST en las cuatro
combinaciones de TH-302 con gemcitabina, docetaxel, pemetrexed y doxorrubicina. Se observaron remisiones
parciales en todos los niveles de dosis de TH-302, incluso en la dosis mas baja de TH-302 (240 mg/m?) estudiada en
las combinaciones. Las tasas de remisién son considerablemente mas altas de lo que cabria esperar segun estudios
anteriores en ensayos similares o en ensayos similares de tumores especificos como el cancer de pancreas, CPNM
recurrente y sarcoma de tejidos blandos. Ademas, muchas de las respuestas son duraderas, lo que proporciona un
beneficio clinico bien definido para los sujetos. La proporciéon de sujetos con enfermedad estable en el tratamiento
también es notable y la medida del beneficio clinico descrito por la suma de las remisiones parciales (28 %) y la
enfermedad estable (51 %) es de casi el 80 %.

Administracién de TH-302 para la terapia combinada

La formulacion, dosis, via de administracion, frecuencia, y dichos otros modos de administracion de TH-302 incluyen
los descritos a continuacion y los descritos en la seccion I, anteriormente (donde se analiza la administracion de TH-
302 en monoterapia). Un experto habitual en la técnica, al leer esta divulgacion, apreciara que en ciertos aspectos
descritos en el presente documento, cuando se administra como parte de un tratamiento combinado para el cancer,
TH-302 suele administrarse en cantidades inferiores a las administradas en monoterapia con TH-302. En aspectos
preferidos descritos en el presente documento, la administracion de TH-302 y de un segundo agente quimioterapéutico
se realiza de acuerdo con la seccién IV, anterior. Es decir, los farmacos se administran de forma no simultanea, con
la administracion del agente distinto de HAP que comienza después de la administracion de TH-302.

En aspectos preferidos de los tratamientos combinados descritos en el presente documento, TH-302 suele
administrarse por infusion intravenosa a una dosis de 200 mg/m? a 500 mg/m?. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones, cuando se administra en combinacién con otro agente antineoplasico, TH-302 se administra en una
cantidad de aproximadamente 120 mg/m?, 240 mg/m?, 340 mg/m?, 400 mg/m?, 480 mg/m? y 560 mg/m?. La dosis
dependera, en parte, de qué agente quimioterapéutico distinto de TH-302 se utilice, asi como del estado del paciente
y del cancer que se esté tratando. La DMT de TH-302 mas docetaxel es de 340 mg/m?, cuando el farmaco distinto de
HAP se administra de forma no simultanea a dosis convencionales, por ejemplo, como se describe a continuacion.
Con fines Unicamente ilustrativos, se prevé que la DMT de TH-302 mas gemcitabina sea de 340-400 mg/m?; la DMT
de TH-302 mas pemetrexed es de 480 mg/m?; y se prevé que la DMT de TH-302 mas doxorrubicina sea de 300 mg/m?;
en cada caso, cuando el farmaco distinto de HAP se administra de forma no simultanea a dosis convencionales, por
ejemplo, como se describe a continuacion.

En diversos aspectos descritos en el presente documento, TH-302 puede administrarse en combinacioén con otro
agente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 100 mg/m? a aproximadamente 700 mg/m?,
de aproximadamente 300 mg/m? a aproximadamente 600 mg/m?, de aproximadamente 350 mg/m? a
aproximadamente 550 mg/m?, de aproximadamente 400 mg/m? a aproximadamente 500 mg/m?, de aproximadamente
400 mg/m? a aproximadamente 600 mg/m?, de aproximadamente 450 mg/m? a aproximadamente 550 mg/m?, de
aproximadamente 200 mg/m? a aproximadamente 500 mg/m? o de aproximadamente 200 mg/m? a 575 mg/m?.

En el tratamiento combinado del cancer, TH-302 se puede administrar de acuerdo con una variedad de horarios,
incluidos los descritos durante uno o mas ciclos de 4 semanas, como se ha descrito anteriormente para la monoterapia
con TH-302 (es decir, una vez por semana durante tres semanas, seguida de una semana sin administrar TH-302).
En otros aspectos descritos en el presente documento, para el tratamiento combinado del cancer, TH-302 se
administra durante uno o mas ciclos de 3 semanas. En un ciclo de administracién de 3 semanas, TH-302 puede
administrarse una vez a la semana durante 2 semanas consecutivas seguido de una semana sin TH-302 o, como
alternativa, puede administrarse una vez cada 3 semanas. En ciertos aspectos descritos en el presente documento,
para el tratamiento combinado del cancer, TH-302 se administra semanalmente. TH-302 puede administrarse una vez
a la semana durante siete semanas, seguido de una semana sin administracion, seguido de uno o mas ciclos de 28
dias.

TH-302 se suele administrar por via intravenosa, normalmente por infusiéon. En algunos de los aspectos descritos en
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el presente documento, TH-302 se formula con etanol y TWEEN 80, tal y como se comenta en la seccién Il,
anteriormente (donde se analiza la administracién de TH-302 en monoterapia). En los aspectos preferidos descritos
en el presente documento, TH-302 se administra antes de la administracion del segundo, el agente antineoplasico
distinto de HAP, y la administracion de TH-302 se interrumpe al menos entre 30 minutos y una hora (o al menos entre
2 y 6 horas) antes de iniciar la administracion del segundo agente antineoplésico distinto de HAP, es decir, como se
describe en la seccion lll, anterior. Un aspecto descrito en el presente documento con fines meramente ilustrativos
proporciona métodos de tratamiento del cancer que comprenden la administracién de TH-302 por via intravenosa, en
combinacién con otro agente antineoplasico a un paciente que necesite dicho tratamiento, donde TH-302 se administra
en una cantidad de hasta aproximadamente 1000 mg/m2. En algunos aspectos descritos en el presente documento,
la dosis de TH-302 usada en una terapia combinada y una pauta de administracién particular se encuentra en el
intervalo delimitado por la DMT para la pauta y combinacion particular y una dosis igual a la DMT menos 100 mg/m?
(es decir, en algunos aspectos descritos en el presente documento, la dosis de TH-302 usada en una terapia
combinada particular y la pauta de administracion se administra hasta 100 mg/m? menos que la DMT).

Canceres tratables

Una variedad de tumores sélidos y de tumores sélidos avanzados pueden tratarse de acuerdo con los métodos para
la terapia combinada con TH-302 descritos en el presente documento con fines meramente ilustrativos. TH-302 puede
administrarse en combinacién con uno (o mas) agentes quimioterapéuticos adicionales como tratamiento inicial o de
primera linea, para el tratamiento del cancer refractario o metastasico, y como terapia adyuvante o neoadyuvante.

Por tanto, en un aspecto descrito en el presente documento, el cancer se trata, tras el diagnéstico, en el entorno
neoadyuvante (la quimioterapia se administra al paciente antes de la cirugia para reducir el tamafio del tumor primario
y facilitar su extirpacion). En otro aspecto descrito en el presente documento, la terapia combinada se administra, tras
el diagnostico, como tratamiento adyuvante (la quimioterapia se administra tras la extirpacién del tumor y la
estadificacion del paciente; si hay una alta probabilidad de recidiva, se administra quimioterapia profilactica para
retrasar la recidiva y mejorar la supervivencia). En otro aspecto descrito en el presente documento, la terapia
combinada se administra para el tratamiento del cancer refractario o metastasico (la quimioterapia se administra para
la recidiva o la propagacion del cancer).

Los canceres tratables de acuerdo con la invencién incluyen, por tanto, canceres no tratados previamente, un cancer
refractario y un cancer metastasico. En otro aspecto descrito en el presente documento con fines meramente
ilustrativos, el cancer recidivante, el cancer refractario o el cancer metastasico tratado se selecciona entre el grupo
que consiste en cancer de pulmoén, cancer de higado, cancer de préstata y cancer de piel.

Los datos de las indicaciones y los grupos de dosis de los pacientes humanos tratados hasta la fecha se presentan
en las tablas 2 y 3 (mas adelante), con fines ilustrativos. Las remisiones tumorales notificadas en todos los grupos de
dosis y en todas las combinaciones sugieren que TH-302 tiene actividad en una amplia gama de subtipos tumorales y
en combinacion con una serie de quimioterapias estandar. De forma importante, las dosis sustanciales de TH-302
pueden combinarse con dosis completas aprobadas y pautas completas de todas las quimioterapias estandar de
acuerdo con los métodos descritos en el presente documento.

Tabla 2: Terapia combinada con TH-302: Eficacia global por tipo de tumor

Tipo de cancer TH-302 + gemcitabina TH-302 + TH-302 + pemetrexed TH-302 +
docetaxel doxorrubicina
mg/m? mg/m? mg/m? mg/m?
240 | 340 | 480 | 575 |240 [340 (480 |240 340 |480 |575 |240 340
Conducto biliar EE |EE
Ovdérico EP
RP
Esofagico RP EP
Pancreatico RP |EE |EE EE
RP
CPNM RP |EE |RP RP-2 |EE EP
EE EE
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(

continuacion)

Tipo de cancer TH-302 + gemcitabina TH-302 + TH-302 + pemetrexed TH-302 +
docetaxel doxorrubicina
mg/m? mg/m? mg/m? mg/m?
240 | 340 [480 |575 |240 [340 |480 |240 340 |480 |575 |240 340
Prostata EE-2
Ampular EE
Neuroendocrino EE EE EE
Tejidos blandos EE EP RP-2 RP
Sarcoma EE-2 EP
EE
Colorrectal EE EE
EP
Anal RP
Uracal EE
Uretral EP
Mama EE
Melanoma EE |EE
EP
CHC EE
Renal EP RP RP
Tiroideo RP
Parotideo EE
Desconocido 1° EP-2
Tabla 3: TH-302 como terapia combinada: Eficacia general
Dosis semanal de Numero de Numero con Remision Enfermedad Enfermedad
TH-302 (mg/m?) sujetos evaluacioén del tumor parcial estable progresiva
Gemcitabina
240 7 5 2 2 1
340 6 3 1 2 0
480 6 3 1 2 0
575 7 3 2 1 0
Docetaxel
240 8 6 1 4 1
340 5 3 1 1 1
480 7 4 0 3 1

18




5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 884 674 T3

(continuacién)

Pemetrexed
240 5 5 2 2 1
340 6 2 0 2 0
480 9 8 1 3 4
575 7 4 1 2 1
Doxorrubicina
240 6 4 2 2 0
340 4 3 1 1 1
Total 83 53 15 (28 %) 27 (51 %) 11 (21 %)

Los datos mostrados en las tablas 2 y 3 demuestran que las terapias combinadas descritas en el presente documento
son eficaces en el tratamiento de una amplia variedad de canceres. A modo ilustrativo, los métodos descritos en el
presente documento incluyen el tratamiento de:

(a) CPNM, cancer de prostata, cancer neuroendocrino, cancer anal, cancer uracal, cancer de uretra, cancer de
mama, melanoma y carcinoma de células renales con TH-302 y docetaxel;

(b) cancer de las vias biliares, cancer de ovario, cancer de eso6fago, cancer de pancreas, CPNM, cancer ampular,
cancer neuroendocrino, sarcoma de tejidos blandos y cancer de tiroides con TH-302 y gemcitabina; y

(c) cancer de esofago, cancer de pancreas, CPNM, cancer neuroendocrino, sarcoma de tejidos blandos, cancer
colorrectal, carcinoma hepatocelular (HCC), cancer renal y cancer parotideo con TH-302 y pemetrexed.

En un aspecto descrito en el presente documento, TH-302 se administra en combinacién con docetaxel, el cancer
tratado es de prostata, y TH-302 se administra en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 200 mg/m? a
500 mg/m?, normalmente de aproximadamente 340 mg/m2. En otro aspecto descrito en el presente documento con
fines meramente ilustrativos, TH-302 se administra en combinacion con doxorrubicina, el cancer tratado es sarcoma
de tejidos blandos, y TH-302 se administra en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 200 mg/m? a
500 mg/m?, por ejemplo, de 240 mg/m? a 340 mg/m?2. En otro aspecto descrito en el presente documento, TH-302 se
administra en combinacién con pemetrexed, el cancer tratado es cancer de pulmén no microcitico (CPNM) y TH-302
se administra en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 200 mg/m? a 500 mg/m?, normalmente de
aproximadamente 400 mg/m2. En otro aspecto descrito en el presente documento con fines meramente ilustrativos,
TH-302 se administra en combinacién con gemcitabina, el cancer tratado es el cancer de pancreas, y TH-302 se
administra en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 200 mg/m? a 500 mg/m?, normalmente de
aproximadamente 340 - 400 mg/m?.

Para la terapia combinada, TH-302 puede administrarse con las frecuencias y duraciones descritas para la
monoterapia con TH-302 anterior. Por tanto, en un aspecto descrito en el presente documento, TH-302 se administra
con una frecuencia de una vez por semana. En otro aspecto descrito en el presente documento, TH 302 se administra
habitualmente en multiples ciclos, cada ciclo de administracion es un ciclo de 4 semanas en donde, TH-302 se
administra una vez por semana durante 3 semanas consecutivas, para cada ciclo de administracion, TH-302 se
administra una vez por semana durante 3 semanas consecutivas en los dias 1, 8 y 15, seguido de una semana sin
administracion del farmaco, seguido de una semana sin administraciéon de TH-302. En un aspecto descrito en el
presente documento, TH-302 se administra durante un periodo en el intervalo de 3 semanas a 52 semanas, de 3
semanas a 28 semanas, de 3 semanas a 16 semanas y de 3 semanas a 8 semanas. Por tanto, de acuerdo con la
presente invencion, TH-302 puede administrarse, por ejemplo y sin limitacién, durante 1-13, 1-7 o 1-4 ciclos. Algunos
de estos periodos de administracion de TH-302 incluyen una o mas semanas de reposo farmacoldgico durante las
cuales no se administra TH-302.

Administracién de agentes antineoplasicos distintos de TH-302

La formulacion y la dosis, la via, la frecuencia, y otros modos de administracion de diversos agentes antineoplasicos,
distintos de TH-302, administrados como se describen en el presente documento, se divulgan en el presente
documento, estan disponibles en la bibliografia médica y/o son conocidos por los expertos en la materia. Por tanto,
las dosis del agente quimioterapéutico distinto de TH-302 (por ejemplo, gemcitabina, docetaxel, pemetrexed,
doxorrubicina y otros agentes antineoplasicos) son dosis aprobadas que figuran en el etiquetado de los respectivos
productos. La cantidad terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico distinto de TH-302 administrado como se
describe en el presente documento, al menos para los agentes antineoplasicos conocidos y aprobados, son conocidos
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por los médicos y se proporcionan, por ejemplo y sin limitacién, en las descripciones del producto que se encuentran
en el PHYSICIANS' DESK REFERENCE, 2003, 57.2 Ed., Medical Economics Company, Inc., Oradell, N.J; THE
PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS de Goodman y Gilman, 2001, 10.2 edicién, McGraw-Hill, Nueva
York; y/o estan disponibles en la Federal Drug Administration y/o se discuten en la bibliografia médica. En el presente
documento se describen cantidades y esquemas de dosificacion ilustrativos para varios tipos de cancer de acuerdo
con los métodos de la invencion.

A modo ilustrativo, y no como limitacion, se pueden usar las siguientes dosis y pautas:

« La gemcitabina puede administrarse por via i.v. a 1.000 mg/m? i.v. en 30 minutos. Por ejemplo, la gemcitabina
puede administrarse por via intravenosa a razon de 1.000 mg/m? durante 30 minutos los dias 1, 8 y 15 de cada
ciclo de 28 dias y TH-302 puede administrarse los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias. En otro ejemplo, la
gemcitabina y TH-302 se administran una vez a la semana durante siete semanas, seguido de una semana sin
administracion, seguido de uno o mas ciclos de 28 dias en los que se administran TH-302 y gemcitabina los dias
1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias.

» El docetaxel puede administrarse por via i.v. a 75 mg/m? i.v. en 60 minutos. Por ejemplo, el docetaxel puede
administrarse por via intravenosa a razon de 75 mg/m? durante 60 minutos el dia 1 de cada ciclo de 21 dias y TH-
302 puede administrarse los dias 1 y 8 de cada ciclo de 21 dias.

» El pemetrexed puede administrarse por via i.v. a 500 mg/m? i.v. en 10 minutos. Por ejemplo, el pemetrexed puede
administrarse por via intravenosa a 500 mg/m? durante 10 minutos el dia 1 de cada ciclos de 21 dias y TH-302
puede administrarse los dias 1y 8 de cada ciclos de 21 dias.

« La doxorrubicina puede administrarse por inyeccion intravenosa rapida de 75 mg/m? el dia 1 de un ciclo de 21 dias
y TH-302 puede administrarse los dias 1 y 8 de cada ciclo de 21 dias.

Las siguientes secciones (A) - (E) proporcionan un analisis adicional sobre el tratamiento de los canceres utilizando
TH-302 en combinacion con otros agentes antineoplasicos. Los anadlisis que se presentan en las secciones (B) - (E)
se ofrecen solo con fines ilustrativos. Aunque a continuacion se describen dosis y pautas ilustrativas, se apreciara que
para el tratamiento del cancer, por ejemplo, sarcomas de pulmén, prostata, pancreas, colon y tejidos blandos, la dosis
y la pauta de administracion de TH-302 y otros agentes pueden incluir las dosis y las pautas descritas en otras partes
de esta descripcion.

A. Tratamiento del cancer de pulmén con TH-302 en combinacidn con docetaxel, pemetrexed, un medicamento que
contiene platino, doxorrubicina o gemcitabina

La invencion proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de pulmén, en donde la
primera composicion comprende  (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicién comprende docetaxel, en donde se administra en primer
lugar una dosis eficaz de TH-302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de
2 a 24 horas después del final de la administracion de TH-302. La invencion también proporciona composiciones para
su uso en el tratamiento del cancer, en donde la primera composicion comprende una dosis terapéuticamente eficaz
de TH-302 y la segunda composicion comprende una dosis terapéuticamente eficaz de un farmaco antineoplasico que
no es un profarmaco activado por hipoxia, en donde el cancer es un CPNM y el farmaco antineoplasico que no es un
profarmaco activado por hipoxia es pemetrexed. En el presente documento también se describen métodos para el
tratamiento de sujetos con CPNM de histologia epidermoide mediante la administraciéon de TH-302 en combinacién
con gemcitabina, un farmaco que contiene platino o doxorrubicina, con fines meramente ilustrativos.

Como se analiza en, por ejemplo, los ejemplos 4 y 5, mas adelante, TH-302 puede administrarse a pacientes con
cancer de pulmon, incluido el CPMC, el CPNM y el CPNM de histologia epidermoide en combinacién con otros agentes
antineoplasicos.

En ensayos clinicos, se llevo a cabo un analisis en diez sujetos humanos con CPNM en recaida o refractario que
habian sido tratados con la combinacién de TH-302 mas pemetrexed o TH-302 mas docetaxel. Se realizaron
evaluaciones tumorales RECIST en ocho sujetos. Tres de los ocho sujetos tuvieron remisiones parciales, mientras
que cuatro de estos mismos ocho sujetos tenian enfermedad estable. La tasa de remision histérica en el CPNM de
segunda linea es inferior al 10 % en varios grandes estudios fundamentales. Estos ocho sujetos han recibido una
mediana de 2,5 quimioterapias sistémicas previas. Dos de los ocho sujetos continuaron en el estudio (por ejemplo,
recibiendo del ciclo 5 al ciclo 16). Dos de los tres sujetos con remisiones parciales dejaron de participar en el estudio
en ausencia de progresion; uno habia completado 10 ciclos y el otro habia recibido 16 ciclos.

Dos sujetos con CPNM recurrente/refractario fueron tratados con gemcitabina y TH-302. Uno de los dos sujetos tuvo
una remision parcial segun RECIST y continué en el estudio (recibiendo el ciclo 5).

Dos de las remisiones parciales descritas anteriormente, una en combinacién con docetaxel y otra en combinacion
con gemcitabina, se observaron en sujetos con CPNM de histologia epidermoide. El CPNM de histologia epidermoide
es particularmente refractario a la quimioterapia. Las indicaciones aprobadas de pemetrexed en el CPNM excluyen a
los sujetos con CPNM de histologia epidermoide. El Unico paciente con CPNM de histologia epidermoide tratado con
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pemetrexed en combinacion con TH-302 continué en el estudio en el ciclo 5 con enfermedad estable.
i) Docetaxel

La invencion proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de pulmén, en donde la
primera composicion comprende  (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del &acido N,N'-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicién comprende docetaxel, en donde se administra en primer
lugar una dosis eficaz de TH-302, seguida de la administracién de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de
2 a 24 horas después del final de la administracion de TH-302.

Como se analiza en el ejemplo 4, méas adelante, la administracion de TH-302 y docetaxel mostré actividad antitumoral
en pacientes humanos. Como se muestra en el ejemplo 6, mas adelante, la administracion de una dosis unica de TH-
302 y una dosis unica de docetaxel inhibié el crecimiento del tumor en un modelo de cancer de pulmén ectépico H460.
Asimismo, en una serie de modelos de cancer de pulmén ectépico, algunos con células H460 y otros con células Calu-
6, la administracion de una serie de dosis de TH-302 y una variedad de agentes quimioterapéuticos inhibi6 el
crecimiento del tumor. La inhibicion del crecimiento tumoral fue mayor que con TH-302 o con otra quimioterapia sola.

Las dosis terapéuticamente eficaces de docetaxel (por ejemplo, Taxotere; Sanofi-Aventis) pueden determinarse por
los profesionales médicos por referencia a los materiales disponibles en la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis
ilustrativa, a modo ilustrativo y no limitante, es de 75 mg/m? administrados en infusién intravenosa de una hora. Las
dosis terapéuticas ilustrativas de TH-302 se han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo
consideren los profesionales médicos y/o lo apruebe la FDA.

ii) Pemetrexed

La invencién también proporciona composiciones para su uso en el tratamiento del cancer, en donde la primera
composicién comprende una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 y la segunda composicion comprende una
dosis terapéuticamente eficaz de un farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia, en donde
el cancer es un CPNM y el farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia es pemetrexed.
Como se analiza en el ejemplo 4, mas adelante, la administracion de TH-302 y pemetrexed mostré actividad
antitumoral en pacientes humanos. Como se analiza en el ejemplo 6, mas adelante, la administracion de TH-302 y
pemetrexed inhibié drasticamente el crecimiento tumoral en un modelo de CPNM.

Las dosis terapéuticamente eficaces de pemetrexed pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia
a los materiales disponibles en la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa, a modo ilustrativo y no limitante,
es de 500 mg/m? administrados por via intravenosa durante 10 minutos una vez cada tres semanas. Las dosis
terapéuticas ilustrativas de TH-302 se han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren
los profesionales médicos y/o lo apruebe la FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento, la administracion de pemetrexed esta precedida por la
administracion de TH-302, con un intervalo entre el final de la administraciéon de TH-302 y el comienzo de la
administracion de pemetrexed de al menos una hora y no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el
presente documento, la duracién del tiempo entre las administraciones de TH-302 y pemetrexed es de 1 a 10 horas,
de 2 a 6 horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento, el intervalo entre el final de
la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracién de pemetrexed es de aproximadamente 2 horas.

iii) Medicamentos que contienen platino

La presente divulgacion también proporciona, con fines Unicamente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de cancer de pulmén (incluido el CPNM) que comprende la administracion de una dosis
terapéuticamente eficaz de TH-302 en combinacién con la administracidon de una dosis terapéuticamente eficaz de un
platino (por ejemplo, tal como cisplatino o carboplatino). Como se analiza en el ejemplo 6, mas adelante, la
administracion de TH-302 y cisplatino inhibié el crecimiento del tumor en dos modelos de cancer de pulmén, uno con
células H460 y otro con células Calu-6. Como se analiza en el ejemplo 6, mas adelante, la administracion de TH-302
y carboplatino inhibi6 el crecimiento tumoral en un modelo de cancer de pulmén H460.

Las dosis terapéuticamente eficaces de cisplatino y carboplatino pueden determinarse por los profesionales médicos
por referencia a los materiales disponibles en la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa de cisplatino, a
modo ilustrativo y no limitante, es de 100 mg/m? una vez cada cuatro semanas. Los profesionales médicos pueden
determinar las dosis terapéuticas eficaces de carboplatino mediante la formula de Calvert (Calvert et al, 1989, J. Clin.
Oncol. 7:1748-56). A titulo ilustrativo, se han descrito dosis terapéuticas eficaces de TH-302. Se pueden utilizar otras
dosis segun lo consideren los profesionales médicos y/o lo apruebe la FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion del farmaco que

contiene platino va precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302
y el comienzo de la administracion del farmaco con platino es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al
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menos 2 horas y en cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento
solo con fines ilustrativos, la duracion del tiempo entre las administraciones de TH-302 y del farmaco que contiene
platino es de 1 a 10 horas, de 2 a 6 horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento
solo con fines ilustrativos, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administraciéon
de un farmaco que contenga platino es de aproximadamente 2 horas.

iv) Doxorrubicina

La presente divulgacién también proporciona, con fines Unicamente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de cancer de pulmén que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-
302 en combinacién con la administracién de una dosis terapéuticamente eficaz de doxorrubicina. Como se analiza
en el ejemplo comparativo 5, mas adelante, la administracion de TH-302 y doxorrubicina mostro actividad antitumoral
en pacientes humanos. Como se analiza en el ejemplo 6, mas adelante, la administracion de TH-302 y doxorrubicina
inhibié el crecimiento del tumor en un modelo de cancer de pulmén Calu-6.

Las dosis terapéuticamente eficaces de doxorrubicina pueden determinarse por los profesionales médicos por
referencia a los materiales disponibles en la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa es de 40 a 75 mg/m?
administrada en una Unica inyeccion intravenosa cada 21 a 28 dias. Las dosis terapéuticas eficaces de TH-302 se han
descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren los profesionales médicos y/o lo apruebe la
FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de doxorrubicina
va precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo
de la administracion de la doxorrubicina es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al menos 2 horas y
en cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines
ilustrativos, la duracién del tiempo entre TH-302 y la administracién de doxorrubicina es de 1 a 10 horas, de 2 a 6
horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el intervalo
entre el final de la administracién de TH-302 y el comienzo de la administracion de doxorrubicina es de
aproximadamente 2 horas.

v. Gemcitabina

La presente divulgacién también proporciona, con fines Unicamente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de cancer de pulmén que comprende la administracién de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-
302 en combinacién con la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de gemcitabina. Como se analiza en
el ejemplo 4, méas adelante, la administracion de TH-302 y gemcitabina tuvo un efecto beneficioso en pacientes con,
por ejemplo, cancer pancreatico.

Las dosis terapéuticas eficaces de gemcitabina pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia a
los materiales disponibles de la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa es de 1000 mg/m? administrada
por via intravenosa durante 30 minutos los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias. Las dosis terapéuticas eficaces de
TH-302 se han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren los profesionales médicos
y/o lo apruebe la FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de doxorrubicina
va precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo
de la administracién de la gemcitabina es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al menos 2 horas y en
cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento con fines meramente
ilustrativos, la duracion del tiempo entre las administraciones de TH-302 y gemcitabina es de 1 a 10 horas, de 2 a 6
horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el intervalo
entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracion de gemcitabina es de
aproximadamente 2 horas.

B. Tratamiento del cancer de prostata con TH-302 en combinacién con un taxano

La invencién proporciona composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de préstata, en donde
la primera composicion comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-
bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicién comprende docetaxel, en donde se administra en primer
lugar una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz
de docetaxel, desde al menos 30 minutos hasta 10 horas después de finalizar la administracion de TH-302. También
se describe en el presente documento, a titulo ilustrativo, un método para tratar a un paciente diagnosticado de cancer
de préstata que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 en combinacién con la
administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de un taxano como el paclitaxel. Como se analiza en el ejemplo
6, mas adelante, la administracion de TH-302 y docetaxel o paclitaxel inhibié drasticamente el crecimiento del tumor
en un modelo de cancer de préstata.
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Las dosis terapéuticas eficaces de taxanos pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia a los
materiales disponibles de la FDA y/o la bibliografia médica. A modo ilustrativo y no limitante, una dosis ilustrativa es
de 75-100 mg/m? administrados en infusion intravenosa una vez cada 21 dias para el docetaxel y 175 mg/m?
administrados en infusion intravenosa cada 21 dias para el paclitaxel. Las dosis terapéuticas ilustrativas de TH-302 se
han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren los profesionales médicos y/o lo
apruebe la FDA.

Se ha tratado a dos sujetos humanos con cancer de préstata resistente a la castracidon con la combinacién de TH-302
mas docetaxel. Se han realizado evaluaciones tumorales RECIST en ambos sujetos y ambos sujetos tenian la
enfermedad estable. Ambos sujetos presentaron una disminucién del PSA de mas del 50 % con respecto a su valor
inicial. Uno de los dos tenia un fuerte dolor que afectaba a la columna lumbar y que se resolvié con el tratamiento.
Después de 5 ciclos, uno de los dos sujetos tuvo un descenso del PSA >90 %, pasando de 861 ng/ml a 45 ng/ml; el
otro sujeto tuvo una disminucién del PSA de >50 % con respecto al PSA basal de 28 ng/ml.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de paclitaxel va
precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracién de TH-302 y el comienzo de
la administracion de la paclitaxel es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al menos 2 horas y en
cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines
ilustrativos, la duracién del tiempo entre TH-302 y la administracion de paclitaxel es de 1 a 10 horas, de 2 a 6 horas o
de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el intervalo entre
el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracién de paclitaxel es de aproximadamente
2 horas.

C. Tratamiento del cancer de pancreas con TH-302 en combinacidon con gemcitabina

También se divulga en el presente documento, con fines meramente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de cancer de pancreas que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-
302 en combinacion con la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de gemcitabina. La administracién de
TH-302 y gemcitabina proporcioné beneficios a los pacientes con cancer de pancreas de primera linea (véase el
ejemplo 4, mas adelante). Ademas, la administracion de TH-302 y gemcitabina inhibié drasticamente el crecimiento
del tumor en un modelo de cancer de pancreas (véase el ejemplo 6, mas adelante). Aunque no se ha establecido la
dosis maxima tolerada para TH-302 en combinacion con gemcitabina, se prevé que sea de al menos 340 mg/m?. Esta
dosis es eficaz para el tratamiento de sujetos con cancer de pancreas de primera linea.

Las dosis terapéuticas eficaces de gemcitabina pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia a
los materiales disponibles de la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa, a modo ilustrativo y no limitante,
es de 1.000 mg/m? administrados por via intravenosa durante 30 minutos una vez por semana. Las dosis terapéuticas
ilustrativas de TH-302 se han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren los
profesionales médicos y/o lo apruebe la FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de gemcitabina
va precedida de la administracién de TH-302, el intervalo entre el final de la administracién de TH-302 y el comienzo
de la administracion de la gemcitabina es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al menos 2 horas y en
cualquier caso, de no mas de 24 horas. En los aspectos descritos en el presente documento con fines meramente
ilustrativos, la duracion del tiempo entre las administraciones de TH-302 y gemcitabina es de 1 a 10 horas, de 2 a 6
horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el intervalo
entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracién de gemcitabina es de
aproximadamente 2 horas.

D. Tratamiento de sarcomas de tejidos blandos con TH-302 en combinacién con doxorrubicina

La presente divulgacion proporciona, con fines Unicamente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de sarcoma de tejidos blandos que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz
de TH-302 en combinacién con la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de doxorrubicina. La
administracion de TH-302 y doxorrubicina proporcioné beneficios a los pacientes con sarcomas de tejidos blandos
(véase el ejemplo comparativo 5, mas adelante). Ademas, la administracion de TH-302 y doxorrubicina inhibié el
crecimiento del tumor en un modelo de sarcoma (véase el Ejemplo 6, mas adelante).

Las dosis terapéuticamente eficaces de doxorrubicina pueden determinarse por los profesionales médicos por
referencia a los materiales disponibles en la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa, a modo ilustrativo y
no limitante, es de 40 a 60 mg/m? administrados en una Unica inyeccion intravenosa cada 21 a 28 dias. Las dosis
terapéuticas ilustrativas de TH-302 se han descrito anteriormente. No se ha establecido la dosis maxima tolerada para
TH-302 en combinacién con un régimen de doxorrubicina, pero los sujetos pueden tratarse, de acuerdo con los
métodos de la divulgacion, con una dosis de TH-302 de al menos 240 mg/m? en combinacion con la dosis aprobada
de doxorrubicina de 75 mg/m?. Se pueden utilizar otras dosis segun lo consideren los profesionales médicos y/o lo
apruebe la FDA.
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En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de doxorrubicina
va precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo
de la administracion de la doxorrubicina es de al menos 30 minutos a una hora, normalmente de al menos 2 horas y
en cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines
ilustrativos, la duracién del tiempo entre TH-302 y la administracién de doxorrubicina es de 1 a 10 horas, de 2 a 6
horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, el intervalo
entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracion de doxorrubicina es de
aproximadamente 2 horas.

E. Tratamiento del cancer de colon con TH-302 en combinacién con cisplatino (CDDP) o 5-fluorouracilo (5FU)

La presente divulgacién proporciona, con fines uUnicamente ilustrativos, un método para tratar a un paciente
diagnosticado de cancer de colon que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302
en combinacion con la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de cisplatino. Como se analiza en el
ejemplo 6, mas adelante, la administracion de TH-302 y cisplatino inhibié el crecimiento tumoral en un modelo de
cancer de colon HT-29.

Un aspecto descrito en el presente documento con fines meramente ilustrativos proporciona un paciente diagnosticado
de cancer de colon que comprende la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de TH-302 y la
administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de 5-fluorouracilo (5FU). Como se analiza en el ejemplo 6, mas
adelante, la administracion de TH-302 y 5FU inhibid el crecimiento tumoral en un modelo de cancer de colon HT-29.

Las dosis terapéuticas eficaces de cisplatino pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia a los
materiales disponibles de la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa, a modo ilustrativo y no limitante, es
de 100 mg/m? una vez cada 3 a 4 semanas.

Las dosis terapéuticas eficaces de 5FU pueden determinarse por los profesionales médicos por referencia a los
materiales disponibles de la FDA y/o la bibliografia médica. Una dosis ilustrativa, a modo ilustrativo y no limitante, es
de 150 mg/m? a diario.

Las dosis terapéuticas ilustrativas de TH-302 se han descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras dosis segun lo
consideren los profesionales médicos y/o lo apruebe la FDA.

En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines ilustrativos, la administracion de 5FU o CDDP
va precedida de la administracion de TH-302, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo
de la administracion de 5FU o CDDP es de al menos 30 minutos a una hora, nhormalmente de al menos 2 horas y en
cualquier caso, de no mas de 24 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines
ilustrativos, la duracién del tiempo entre la administracion de TH-302 y la administracién de 5FU o CDDP es de 1 a 10
horas, de 2 a 6 horas o de 3 a 5 horas. En algunos aspectos descritos en el presente documento solo con fines
ilustrativos, el intervalo entre el final de la administracion de TH-302 y el comienzo de la administracion de 5FU o
CDDP es de aproximadamente 2 horas.

F. Terapia de combinacién con otros compuestos de férmula |

Mientras que las terapias de combinacién descritas anteriormente se han descrito con respecto al TH-302, las terapias
de combinacién con otros compuestos de formula | (incluyendo, sin limitacién, TH-281) se describen en el presente
documento con fines Unicamente ilustrativos. Aunque la dosis terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo del
compuesto de formula | que se seleccione, la dosis sera tipicamente una cantidad en el intervalo de aproximadamente
200 mg/m? a aproximadamente 700 mg/m?, de aproximadamente 300 mg/m? a aproximadamente 600 mg/m?, de
aproximadamente 350 mg/m? a aproximadamente 550 mg/m?, de aproximadamente 400 mg/m? a aproximadamente
500 mg/m?, de aproximadamente 400 mg/m? a aproximadamente 600 mg/m? y de aproximadamente 450 mg/m? a
aproximadamente 550 mg/m?2. En diversos aspectos descritos en el presente documento, la dosis administrada es de
aproximadamente 560 mg/m?, 480 mg/m?, 400 mg/m?, 340 mg/m?, 240 mg/m? o 120 mg/m?2. En otras realizaciones, la
dosis administrada es en una cantidad en el intervalo de aproximadamente 700 mg/m? a aproximadamente
1200 mg/m? o de aproximadamente 800 mg/m? a aproximadamente 1000 mg/m?.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos tienen una finalidad Unicamente ilustrativa y no deben interpretarse como limitantes del
alcance de la invencion. El ejemplo 1 describe las formulaciones de TH-302. El ejemplo comparativo 2 describe, con
fines Unicamente ilustrativos, la monoterapia con TH-302. El ejemplo 3 demuestra las ventajas de administrar un HAP
antes de administrar otro agente antineoplasico e incorporar un periodo de retraso entre administraciones. El ejemplo
4 y el ejemplo comparativo 5 demuestran la eficacia de las terapias combinadas con TH-302 en el tratamiento de
canceres humanos en pacientes humanos. En los ensayos en seres humanos, TH-302 liofilizado se resuspendié en
D5W para su administracion a los pacientes. El ejemplo 6 demuestra la eficacia de las terapias combinadas con TH-
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302 en el tratamiento de canceres humanos en modelos animales.

Ejemplo 1 — Formulaciones farmacéuticas de TH-302

En este ejemplo se describen formulaciones farmacéuticas de TH-302, asi como los resultados de la experimentacion
que demuestran las ventajas de ciertas formulaciones. La invencion proporciona composiciones para su uso en un
método de tratamiento del cancer de pulmén, en donde la primera composicion comprende (1-metil-2-nitro-1H-
imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la segunda composicion
comprende docetaxel, en donde se administra en primer lugar una dosis eficaz de TH-302, seguida de la
administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de 2 a 24 horas después del final de la
administracién de TH-302. La primera composicion puede comprender TH-302, como principio activo en una cantidad
de 50 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, un tensioactivo no i6nico en una cantidad eficaz para actuar como
estabilizante y etanol como portador. Preferentemente, el tensioactivo no i6nico es monooleato de polioxietileno
sorbitano (TWEEN 80). En este caso, la primera composicién puede comprender 60 mg/ml de TH-302, un 95 % (v/v)
de etanol, un 5% de TWEEN 80 y, opcionalmente, dimetilacetamida. Como se comenta a continuacién, una
formulacion que contiene TH-302, etanol y TWEEN 80 proporcion6 ventajas sobre otras formulaciones, incluida una
mayor solubilidad de TH-302, permitiendo una solucion mas concentrada, mayor estabilidad de conservacion y
ausencia de precipitacién cuando la formulacion concentrada se diluye en D5W o solucién salina.

La experimentacion se realizé en los siguientes sistemas (o equivalentes) HP 1090 Serie I, con una columna de HPLC
Alltech, Alltima C18, 50X4 6, 3 um o 5 ym, bomba HP 1090, detector de matriz de diodos y el sistema de adquisicion
de datos Chemstation version A 08 0 1. Se usaron las siguientes condiciones de HPLC de fase reversa para los
estudios experimentales: la temperatura de la columna fue la temperatura ambiente y no habia termostato para la
muestra, la longitud de onda del detector fue de 325 nm, 254 nm, la configuracién de la bomba era de gradiente, el
caudal fue de 0,8 ml/min, el volumen de inyecciéon fue de 10 pl, el tiempo de desarrollo fue de 11 min, el lavado de la
aguja fue con alcohol etilico, el diluyente y el blanco eran agua. La tabla de gradiente fue como se indica a continuacién

Tabla 4
Tiempo (min) Fase movil A (%) (agua) Fase movil B (%) (acetonitrilo)
001 95 5
45 5 95
7 5 95
8 95 5
11 95 5

Los materiales y reactivos fueron TH-302, preparado en condiciones de BPF por Syngene, alcohol etilico anhidro puro,
Sigma-Aldrich n.° de cat. 459836-2L, acetonitrilo y agua de grado HPLC o equivalente, alcohol bencilico, Sigma-
Aldrich, n.° de cat. 108006-100 ml, N,N-dimetilacetamida (DMA) Sigma-Aldrich n.° de cat. 185884-500ml, y 2 ml Vial
Labfile AMB Wheaton, n.° de cat. W224681

Las formulaciones de TH-302 se sometieron a diferentes condiciones para producir una degradacion parcial. Las
soluciones de prueba y los patrones se sometieron individualmente a condiciones extremas en las mismas
condiciones. Las soluciones de prueba para la evaluacion se prepararon segun los procedimientos descritos a
continuacién.

Se prepardé una serie de formulaciones comparativas (12A y 2B) para evaluar la estabilidad de TH-302 utilizando varias
combinaciones de los disolventes indicados (etanol (EtOH) y en DMA/EtOH/alcohol bencilico) sin un tensioactivo no
iénico. Estas formulaciones se estudiaron en condiciones de estudios de estabilidad acelerada a distintas temperaturas
(4 °C, 20 °C y 37 °C) durante un maximo de 154 dias.

La formulacion 1 se preparé como se indica a continuacion. Se preparé una soluciéon de 50 mg/ml de TH-302 en EtOH.
Se pesaron 2,5 g de TH-302 y se transfirieron a un matraz aforado (50 ml). Se afiadieron 46 ml de EtOH y la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Después de todo esto, el solido desaparecié por completo, la
solucion se diluyé hasta 50 ml mediante la adicién de etanol. La solucién se transfirié a viales de 2 ml con 1 ml de
solucion en cada vial. La concentracion fue de 50 mg/ml. Los viales se almacenaron a diferentes temperaturas (4 °C
(refrigerador); 20 °C (banco de trabajo); 37 °C (bafio de agua)) durante los distintos tiempos indicados a continuacion.
Se tomaron muestras en los dias 28, 65, 106 y 154 para el andlisis de CL. Se tomaron alicuotas de 50 ul de las
soluciones de 50 mg/ml de TH 302, se afiadieron a matraces aforados (50 ml), se diluyeron con agua hasta el volumen
de 50 ml y se mezclaron bien. La concentracién fue de 50 pg/ml.

La estabilidad de la formulacion 1 a las diferentes temperaturas y tiempos se muestra en las tablas 5-7 a continuacion.
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TABLA 5
Estabilidad de TH-302 (50 mg/ml) en EtOH a 37 °C
Tiempo de retencion relativo para TH-302
Dias TH-302 0,98* 0,96**
0 97,64 % 2,36 % N/D
28 95,66 % 2,34 % 2,00 %
65 92,54 % 2,37 % 5,09 %
TABLA 6
Estabilidad de TH-302 (50 mg/ml) en EtOH a 20
Tiempo de retencion relativo para TH-302
Dias TH-302 0,98* 0,96
0 97,64 % 2,36 % N/D
28 97,65 % 2,35 % N/D
65 97,61 % 2,39 % N/D
106 97,66 % 2,34 % **
154 97,0 % 2,44 % 0,56 %
5 TABLA 7

Estabilidad de TH-302 (50 mg/ml) en EtOH a 4 °C

. Tiempo de retencion relativo para TH-302
Pias TH-302 0,98* 0,96**
0 97,64 % 2,36 % N/D
154 97,51 % 2,49 % N/D

* Impureza de monocloruro
** Se observo un producto de degradacion no identificado, El producto no se pudo integrar.
N/D No detectado

Los cromatogramas de HPLC de TH-302 (50 mg/ml) en EtOH a 37 °C durante 65 dias y de TH-302 en EtOH (50 mg/ml)
a 4 °C durante 154 dias mostraron que TH-302 en etanol (50 mg/ml) es estable a 4 °C, y no muestra degradacion
hasta el dia 154. Sin embargo, TH-302 en esta formulacion muestra degradacion cuando se conserva a temperaturas

10  mas elevadas, por ejemplo, 37 °C. Mientras que TH-302 en etanol puro es relativamente estable a bajas temperaturas,
la mayor solubilidad de TH-302 en etanol es de aproximadamente 80 mg/ml, incluso a temperaturas mas altas.

Se observo un producto de degradacion que tiene la estructura a continuacion [(2-cloroetil)({[(2-bromoetil)amino][(2-
nitro-3-metilimidazol-4-il)metoxi]fosforil})amina] ("impureza de monocloruro") (2,4 %) al comienzo del estudio y no

15 aumenté notablemente con el paso del tiempo en ninguna de las condiciones de temperatura de los estudios de
estabilidad analizadas.

CH,

cl I
> P/L . /—&%NOZ
Br-—/——'NH

20 La formulacién 2A se preparé como se indica a continuaciéon. Se pesaron 1,2 g de TH-302 y se transfirieron a una
solucién de alcohol bencilico (600 mg) y DMA (1200 mg) en un matraz aforado (10 ml). La mezcla se convirtié en una
solucion limpida tras agitarla durante 5 minutos. La soluciéon se diluyé a 10 ml mediante la adicion de etanol. La
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solucion se transfirid a viales de 2 ml con 0,2 ml de soluciéon en cada vial. La concentraciéon de TH-302 fue de
120 mg/ml. Los viales se almacenaron a diferentes temperaturas (4 °C (refrigerador); 20 °C (banco de trabajo); 37 °C
(bafio de agua)) durante los distintos tiempos indicados a continuacion.

La formulacién 2A que estaba a 4 °C se calent6 a temperatura ambiente (TA) y se mantuvo a esta temperatura durante
30 min. La formulacion 2A que estaba a 37 °C se enfri6 a TA y se mantuvo a esta temperatura durante 30 min. Se
transfirieron 20 ul de las soluciones de 120 mg/ml de TH 302 de cada vial almacenadas a diferentes temperaturas
(4 °C; 20 °C; 37 °C) a un matraz aforado correspondiente (50 ml). A continuacion, las soluciones se diluyeron con agua
hasta el volumen de 50 ml y se mezclaron bien. La concentracion final de TH-302 fue de 48 ug/ml. La formulacién 2B
se preparo siguiendo el mismo procedimiento que para preparar la solucion 2A, excepto que la cantidad de DMA se
redujo a 1000 mg.

La estabilidad de las formulaciones 2A y 2B a diferentes temperaturas y tiempos se muestra en las siguientes tablas.

TABLA 8
Estabilidad de TH-302 en DMA/EtOH/alcohol bencilico (120 mg/ml) a 37 °C Formulacion 2A
Dias Tiempo de retencién relativo para TH-302
TH-302 0,98* 0,96** 0,95**
0 97,36 % 2,64 % 0 0
28 94,12 % 2,60 % 2,30 % 0,98 %
TABLA 9
Estabilidad de TH-302 en DMA/EtOH/alcohol bencilico (120 mg/ml) a 37 °C Formulacion 2B
Dias Tiempo de retencién relativo para TH-302
TH-302 0,98* 0,96** 0,95**
0 97,70 % 2,29 % 0 0
28 94,41 % 2,56 % 2,20 % 0,83 %

* Impureza de monocloruro; ** Otro producto de degradacion

TABLA 10
Estabilidad de TH-302 en DMA/EtOH/alcohol bencilico (120 mg/ml) a 20 °C Formulacién 2A
Dias Tiempo de retencién relativo para TH-302
TH-302 0,98* 0,96**
31 97,45 % 2,55 % 0
67 97,27 % 2,48 % 0,28 %
TABLA 11
Estabilidad de TH-302 en DMA/EtOH/alcohol bencilico (120 mg/ml) a 20 °C Formulacién 2B
. Tiempo de retencion relativo para TH-302
Pias TH-302 0,98* 0,96**
31 97,65 % 2,35% 0
67 97,24 % 2,52 % 0,25 %

* Impureza de monocloruro; ** Nueva impureza
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TABLA 12
Estabilidad de TH-302 (120 mg/ml) en DMA/EtOH/alcohol bencilico a 4 °C Formulacién 2A
Dias Tiempo de retencién relativo para TH-302
TH-302 0,98* 0,96
31 97,57 % 2,43 % 0
67 97,57 % 2,43 % 0
TABLA 13:
Estabilidad de TH-302 (120 mg/ml) en DMA/EtOH/alcohol bencilico a 4 °C Formulacién 2B
Dias Tiempo de retencién relativo para TH-302
TH-302 0,98* 0,96
31 97,54 % 2,46 % 0
67 97,60 % 2,40 % 0

* Impureza de monocloruro

El anadlisis por HPLC de las muestras mostré que TH-302 es estable en DMA/EtOH/alcohol bencilico (120 mg/ml) a
4 °C y a temperatura ambiente (TA) durante al menos 10 semanas (67 dias). Se observaron cristales de TH-302 en
muestras a 4 °C y se disolvieron al calentarlas a TA durante 30 minutos. Se observaron dos impurezas (para un total
de aproximadamente el 3 %) después de incubar TH-302 a 37 °C durante 4 semanas en DMA/EtOH/alcohol bencilico.
Una de las impurezas (0,25 %) se observd a TA después de 10 semanas. La otra impureza era el compuesto de
monocloruro, que estaba presente en el momento cero y no aumentd notablemente. No se observaron diferencias
entre las formulaciones 2A y 2B. La comparacion de las formulaciones 1, 2a y 2b mostré que TH-302 tiene una
estabilidad similar en EtOH y en DMA/EtOH/alcohol bencilico.

Este estudio evalué la estabilidad de una solucién de 200 mg/ml de TH-302 en PEG 400 sin un tensioactivo no iénico
(formulacion 3) durante 4 semanas a 37 °C. La formulacién 3 se elaboré con 2 g de TH-302, que se transfirié a PEG-
400 (10 ml). La mezcla se convirtié en una solucion limpida tras agitarla a 40 °C durante 15 minutos. La solucién se
transfirio a viales de 2 ml con 0,2 ml de solucién en cada vial. La concentracion de TH-302 fue de 200 mg/ml. Los
viales se almacenaron a diferentes temperaturas (2-8 °C (refrigerador, es decir, 4 °C); 37 °C (bafio de agua)) durante
los distintos tiempos indicados a continuacion. Esta solucion madre se enfrio a TA y se mantuvo a esta temperatura
durante 30 min. Se transfirieron 20 pl de las soluciones de TH 302 de 200 mg/ml a un matraz aforado (50 ml). A
continuacion, las soluciones se diluyeron con agua hasta el volumen de 50 ml y se mezclaron bien. La concentracion
final de TH-302 fue de 80 ug/ml. Se inyectaron 19 ml de agua en esta solucién en un vial de 100 ml y se obtuvo una
solucion limpida de color pardo oscuro. Se transfirieron 50 pl de la solucion resultante a un matraz aforado (5 ml) y se
diluyeron con agua hasta alcanzar 5 ml. La concentracion final de TH-302 fue de 50 pg/ml. El analisis por HPLC mostré
que la formulacién 3 era menos estable que las formulaciones 1, 2A y 2B. La concentracion de TH-302 en esta
formulacion disminuyé durante un mes a temperatura ambiente, demostrando que esta formulacién no mantenia TH-
302 en solucién (es decir, se producia precipitacion).

Otra comparativa de la formulacion 4, una solucion acuosa de TH-302 liofilizado sin un tensioactivo no ionico. Se us6
el siguiente procedimiento para preparar la formulacion 4. Se inyectaron 19 ml de agua en TH-302 en un vial de 100 ml
y se obtuvo una solucién limpida de color pardo oscuro. Se transfirieron 50 ul de la solucién resultante a un matraz
aforado (5 ml) y se diluyeron con agua hasta alcanzar 5 ml. La concentracion final de TH-302 fue de 50 ug/ml. Una
formulacion de TH-302 que se ha utilizado en ensayos clinicos en humanos es un polvo liofilizado que se conserva a
-20 °C y se reconstituye justo antes de la administracion al paciente (producto liofilizado reconstituido).

Se utiliz6 andlisis por HPLC para analizar la estabilidad relativa de las formulaciones 1-4 a 37 °C después de 28 dias.
Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 14
Estabilidad de TH-302 en diferentes formulaciones a 37 °C el dia 28
Formulaciéon |EtOH |EtOH/DMA |PEG-400 | TH-302 liofilizado reconstituido en D5W
% de TH-302 |95,6 94,4 84,2 <1 %

Segun los datos de estabilidad a 37 °C en el dia 28, TH-302 tiene el siguiente orden de estabilidad en las distintas
formulaciones: etanol > etanol/alcohol bencilico/DMA > PEG-400 > producto liofilizado reconstituido.
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Las formulaciones de TH-302 en DMA puro resultaron problematicas cuando la solucién del farmaco se reconstituyo
en solucién salina o D5W. TH-302 se precipité cuando la solucién de TH-302/DMA se reconstituy en solucion salina
o en bolsas de D5W a la concentracion final de 5 mg/ml.

Las formulaciones de TH-302 en DMA/PEG-400 resultaron problematicas cuando la solucion del farmaco se
reconstituyd en soluciéon salina o D5W. TH-302 se precipitd cuando la solucion de TH-302/DMA/PEG-400 se
reconstituyd en bolsas de solucién salina o D5W a la concentracion final de 5 mg/ml.

Se realizd un estudio comparativo de las formulaciones 7A-L (TH-302 en EtOH/DMA/TWEEN 80 o EtOH/DMA) tras su
reconstitucion en solucién salina. En primer lugar, se prepararon los siguientes vehiculos.

El vehiculo A se prepard como se indica a continuacion: en un vial de 20 ml se afiadié una mezcla de EtOH (4 ml),
DMA (0,75 ml) y TWEEN 80 (0,25 ml). A continuacion, la mezcla se mezclé bien agitando durante 5 minutos.

El vehiculo B se prepard como se indica a continuacién: en un vial de 20 ml se afiadié una mezcla de EtOH (3,75
ml), DMA (1,0 ml) y TWEEN 80 (0,25 ml). A continuacion, la mezcla se mezclo bien agitando durante 5 minutos.
El vehiculo C se preparé como se indica a continuacion: en un vial de 20 ml se afiadié una mezcla de EtOH (3,5
ml), DMA (1,25 ml) y TWEEN 80 (0,25 ml). A continuacion, la mezcla se mezclé bien agitando durante 5 minutos.
El vehiculo D se preparé como se indica a continuacion: en un vial de 20 ml se afiadié una mezcla de EtOH (4,25
ml), DMA (0,25 ml). A continuacién, la mezcla se mezclé bien agitando durante 5 minutos.

Se prepararon las siguientes soluciones madre de TH-302 a partir de los vehiculos mencionados:

se prepararon soluciones a 100 mg/ml como se indica a continuacion: Se dejaron disolver 50 mg de TH-302 en
0,5 ml de vehiculo A, B, C o D en un vial de 2 ml correspondiente. La mezcla en cada vial se agitdé durante 5 minutos
y se obtuvo una solucién limpida de todos los vehiculos.

se prepararon soluciones a 150 mg/ml como se indica a continuacion: Se dejaron disolver 75 mg de TH-302 en
0,5 ml de vehiculo A, B, C, o D en un vial de 2 ml correspondiente. La mezcla en cada vial se agit6 durante
5 minutos y se obtuvo una solucion limpida de todos los vehiculos.

se prepararon soluciones a 200 mg/ml como se indica a continuacion: Se dejaron disolver 100 mg de TH-302 en
0,5 ml de vehiculo A, B, C, o D en un vial de 2 ml correspondiente. La mezcla en cada vial se agit6 durante
10 minutos y se obtuvo una solucion limpida de todos los vehiculos.

Se analizo la estabilidad de las distintas formulaciones de TH-302 almacenadas a -20 °C. Se transfirieron 0,1 ml de
cada solucion mediante el método descrito anteriormente al vial correspondiente de 2 ml, las soluciones se
conservaron a -20 °C durante 24 horas, y se observoé la precipitacion de TH-302 de la solucion en algun vehiculo. Los
viales con precipitacién de TH-302 se trasladaron a la temperatura ambiente y se dejaron a temperatura ambiente
durante 30 minutos para determinar si TH-302 puede redisolverse en las soluciones en estas condiciones. Los
resultados se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 15
Estabilidad de las soluciones a -20 °C y redisolucién de TH-302 en el vehiculo a temperatura ambiente
Formulacion Vehiculo Concentracion Precipitacion Redisolucion
7A A 100 mg/ml No
7B A 150 mg/ml Si Si
7C A 200 mg/ml Si No
7D B 100 mg/ml No
7E B 150 mg/ml No
7F B 200 mg/ml Si Si
7G C 100 mg/ml No
7H C 150 mg/ml No
71 C 200 mg/ml No
7J D 100 mg/ml No
7K D 150 mg/ml Si Si
7L D 200 mg/ml Si No
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Se eligieron las soluciones de 150 mg/ml de cada vehiculo para probar la reconstitucion en solucién salina. Se
redisolvieron 0,1 ml de la solucién en 3 ml de solucién salina en el matraz de 20 ml correspondiente. Después de que
las soluciones se mezclaran completamente, en algunas pruebas se observé precipitaciéon de TH-302. El ensayo se
repitié 4 veces. No se observo precipitacion con los vehiculos A, By C (que contienen TWEEN 80), pero se observo
en uno de los cuatro ensayos del vehiculo D (que no contiene TWEEN 80). La reconstitucion de la solucién formulada
de TH-302 en solucion salina a 5 mg/ml mostré que la adicion de TWEEN 80 impide la precipitacion de TH-302.
Ademas, el etanol/DMA fue un mejor disolvente que el etanol o el PEG-400 a concentraciones mas altas de TH-302.

Se realizé un estudio comparativo de las formulaciones 8A-F (TH-302 en EtOH/DMA/TWEEN 80) tras la reconstitucion
de las soluciones en solucidn salina. Se comprobd la estabilidad de cada soluciéon de TH-302 a -20 °C y a 2-8 °C. Se
almacenaron tres viales de cada formulacién a 2-8 °C en la oscuridad para comprobar la estabilidad de la solucién. El
andlisis se realiz6 en los dias 0, 7, 18 y 31. TH-302 no se precipitd en ninguna de las seis formulaciones a 2-8 °C
durante 31 dias. Cuando las soluciones se conservaron a -20 °C, la mitad de las formulaciones dieron cristales de TH-
302 a las 24 horas, pero los cristales volvieron a disolverse en menos de 1 hora tras calentar las soluciones a
temperatura ambiente. Los resultados se resumen en la tabla a continuacién (medidos en el dia 7).

TABLA 16
Estabilidad de la soluciéon de TH-302 a -20 °C y 2-8 °C
Formulacion TH-302 % de % de Precipitacion a Redisolucion a | Precipitacién a
(mg/ml) TWEEN80 |DMA |-20°C TA 2-8°C
8A 100 5 15 Si Si No
8B 100 10 15 No No
8C 150 5 15 Si Si No
8D 150 10 15 Si Si No
8E 150 5 20 No No
8F 150 10 20 No No

También se probo la estabilidad quimica de TH-302 en diferentes formulaciones a distintas temperaturas, y los
resultados se resumen en las siguientes tablas.

TABLA 17
Estabilidad quimica de TH-302 a 40 °C
Formulacion | Dia 0 Dia740°C |Dia1840°C |Dia3140°C
8A 86,0 £ 0,7 76,3+6,5 65,1+5,5
8B 84,0+1,2 71,2+8/1 63,9+ 1,1
8C 88,1+4,5 729+6,4 70,3187
8D 91,3+2,6 66,0 + 3,4 63,6 £ 1,1
8E 86,6 +1,6 68,5+ 7,1 73671
8F 88,5+ 1,7 746177 67,8 0,5
PD 88,2+19 (64,431 52,9+25 332+04
TABLA 18
Estabilidad quimica de TH-302 a 25 °C
Formulacion | Dia 0 Dia1825°C |Dia3125°C
8A 86,0+0,7 [81,8+9,3 84,885
8B 84,0+1,2 |849+37 86,4+ 4,6
8C 88,1+4,5 |84,6+4,2 86,6 +2,0
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(continuacién)

Estabilidad quimica de TH-302 a 25 °C
Formulacién | Dia 0 Dia1825°C |Dia3125°C
8D 91,3+2,6 |856+5,1 79,7+1,9
8E 86,6+1,6 |83,8+3,9 79,0+£2,9
8F 88,5+1,7 |86,7+3,6 74,3+4,9
PD 882+1,9 |775+6,7 70,2+4,8

Los datos anteriores muestran que TH-302 en las seis formulaciones es significativamente mas estable que en la
formulacion liofilizada reconstituida del producto farmacéutico (PD; TH-302 liofilizado reconstituido en D5W), cuando
las soluciones se conservaron a 25 °C. Tres de las 6 formulaciones mostraron solo una minima degradacion de TH-
302 a lo largo de 31 dias cuando se compar6 con TH-302 de la formulaciéon PD en condiciones similares, que mostro
mas de un 18 % de degradacion. Como demuestran los datos anteriores, el uso de TWEEN 80 permitié una
formulacion mas concentrada de TH-302 y se demostré que estabilizaba TH-302 mejor que las otras formulaciones a
concentraciones similares.

Por consiguiente, las combinaciones de etanol y TWEEN 80 o etanol, TWEEN 80 y DMA son excelentes formulaciones
para TH-302. TH-302 tiene una buena solubilidad en estas formulaciones (hasta 300 mg/ml) dependiendo de la
proporcion de DMA/Etanol/TWEEN 80. Mientras que el aumento de la concentracién de DMA en el vehiculo mejora la
solubilidad de TH-302 en la formulacion liquida, puede afectar a la estabilidad quimica de TH-302 en la formulacién.
TWEEN 80 impidio la precipitacion de TH-302 cuando la solucién del farmaco se reconstituyd en solucion salina o
D5W. Basandose en estos resultados, una combinacién de tensioactivos no ionicos, etanol y opcionalmente DMA
proporciona una formulacién concentrada de TH-302 con una estabilidad adecuada para la conservacion a largo plazo.

EJEMPLO COMPARATIVO 2: Tratamiento del cancer de pulmén y del melanoma en pacientes humanos mediante
monoterapia con TH-302

Se realiz6 un ensayo clinico de fase 1 con TH-302 en monoterapia, con fines Unicamente ilustrativos. La dosis inicial
fue de 7,5 mg/m? por via intravenosa durante 30-60 minutos, administrada una vez por semana durante 3 semanas
de un ciclo de 4 semanas. Se utilizé un disefio de valoracion acelerada modificado. Dos de los cinco pacientes a los
que se administraron dosis de 670 mg/m? presentaron toxicidad limitante de la dosis (TLD): tlceras perianales/rectales
por herpes simple y deshidratacion por mucositis. Se inscribieron seis pacientes a una dosis intermedia de 575 mg/m?,
y esta dosis se estableci6 como la DMT para esta pauta de administracion, ya que cinco de los seis pacientes no
presentaron ninguna TLD a esta dosis.

Hubo evidencia de actividad antineoplasica incluso en la dosis mas baja, con un paciente con CPNM que mostro
enfermedad estable (EE) durante 7,3 meses. Dos pacientes, uno con CPMC tratado con 480 mg/m? y otro con
melanoma tratado con 670 mg/m?, tuvieron remisiones parciales no confirmadas, como se describe con mayor detalle
a continuacion; 16 pacientes tuvieron enfermedad estable.

La toxicidad en las mucosas estaba limitada por la dosis y la toxicidad en la piel y las mucosas fue comun a dosis
superiores a 240 mg/m?, pero estas eran reversibles. En una realizacién de la invencion, TH-302 se coadministra con
un agente que previene o mejora la toxicidad cutanea y/o de las mucosas. Los acontecimientos adversos (AA) mas
frecuentes relacionados con TH-302 fueron nduseas, toxicidad en la piel, vomitos y fatiga. La toxicidad hematoldgica
fue leve y limitada.

Tratamiento del cancer de pulmén

En este estudio, se trata como se indica a continuacion a un paciente varén de 39 afios que padece cancer de pulmon
(cancer microcitico de pulmén refractario) que ha metastatizado al higado. TH-302 liofilizado se diluyé con D5W y se
administro al paciente en una cantidad de 480 mg/m?, segun el siguiente ciclo de dosificacion de 4 semanas: TH-302
se administré una vez por semana durante 3 semanas, en los dias 1, 8 y 15, seguido de una semana sin administraciéon
de TH-302. Al paciente se le administraron 2 ciclos (es decir, 6 dosis) de TH-302, y los canceres de pulmdn e higado
se evaluaron mediante una tomografia computarizada (o TAC). La tomografia computarizada demostré que el cancer
en el pulmodn y el higado habia reducido su superficie en mas de un 50 % (44 % de disminucion en la suma de los
diametros mas largos [SDL] de las lesiones diana). La LDH habia disminuido un 72% y las pruebas de funcién hepatica
se habian normalizado. La evaluacion del tumor tras el ciclo 2 también mostré un gran empiema que requirié una
intervencion quirdrgica, y un retraso de 22 dias en la dosificacion del ciclo 3. La tomografia computarizada de
confirmacion un mes después de la tomografia del ciclo 2 mostré enfermedad progresiva.

Otros tres pacientes con cancer de pulmén (uno con CPNM y 2 con CPMC) del estudio respondieron a la monoterapia
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con TH-302 con enfermedad estable.

Estos resultados demuestran que los métodos de la invencion son eficaces en el tratamiento del cancer de pulmoén,
incluidos el CPNM y el CPMC.

Tratamiento del melanoma

Este estudio también demostré que los métodos de la divulgacién son utiles en el tratamiento del melanoma. Un
paciente varon de 74 afios que padecia un melanoma primario (un cancer de piel) que habia metastatizado al higado
y el pulmon fue tratado de la siguiente manera. TH-302 se administro al paciente en una cantidad de 670 mg/m?
utilizando un ciclo de dosificacion de 4 semanas (28 dias): TH-302 se administré una vez por semana durante
3 semanas, enlos dias 1, 8 y 15, seguido de una semana sin administracién de TH-302. Al paciente se le administraron
2 ciclos de TH-302 y se le evalu6 mediante una TAC. La tomografia computarizada demostrd que el cancer en el
pulmény el higado se habia reducido en su superficie en mas del 50 % (disminucion del 53 % en el SDL de las lesiones
diana).

La inscripcion en el estudio se amplié a la DMT en pacientes con melanoma metastasico. TH-302 se administrd por
via intravenosa durante 30-60 minutos los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias. Los pacientes aptos tenian una ECOG
<1, al menos una lesién diana segun RECIST, y una funcién hematolégica, hepatica y renal aceptable. Se excluyeron
pacientes con metastasis cerebrales sintomaticas, a menos que hubieran sido tratados previamente y estuvieran bien
controlados durante al menos 3 meses. En el estudio se han tratado nueve pacientes con melanoma metastasico. La
mediana de edad fue de 70 afios (rango 23-78) con 5 mujeres y 4 hombres y ECOG 0/1 en 4/5 pacientes. Cuatro
pacientes presentaban una LDH elevada en la evaluacion inicial. Las localizaciones metastasicas incluyeron el higado
en 7 pacientes y el pulmon en 6. Todos los pacientes habian recibido al menos un régimen quimioterapéutico sistémico
previo. Se notificaron dos acontecimientos adversos graves, convulsiones y ascitis; ninguno se considero relacionado
con el farmaco del estudio. Se notificaron efectos adversos cutaneos en 8 pacientes y efectos adversos en las mucosas
en 4 pacientes, uno de ellos de grado 3. La mielosupresion no fue significativa, con un acontecimiento de neutropenia
y anemia de grado 3/4 y ningun acontecimiento de trombocitopenia de grado 3/4. Ocho pacientes se han sometido a
evaluaciones tumorales RECIST. Tres de 8 (37 %) pacientes tuvieron remisiones parciales segun RECIST (una
confirmada, una sin confirmar, una no confirmada que continda en el estudio), 3 de 8 (38 %) pacientes tenian una
enfermedad estable después de 2 meses de tratamiento, y 2 de 8 (25 %) pacientes tenian una enfermedad progresiva.

EJEMPLO 3: Efecto del horario de administraciéon de los agentes quimioterapéuticos HAP y distintos de HAP en la
terapia combinada

Como se ha demostrado en el presente documento (véanse también los ejemplos 4 y 5 a continuacion), la terapia
combinada del cancer con agentes antineoplasicos HAP y distintos de HAP proporciona un tratamiento mas eficaz con
menos efectos secundarios. Para esta demostracion, se emplearon modelos ectépicos en ratones desnudos. La
actividad antitumoral se evalu6 mediante el retraso del crecimiento tumoral (TGD) y la inhibicién del crecimiento
tumoral (TGI). EI cambio de peso corporal, la evaluacion macroscépica y microscopica de los cambios tisulares y los
ensayos hematoldgicos sirvieron para evaluar la toxicidad. Las pruebas en estos modelos se llevaron a cabo
generalmente de la siguiente manera. Se implantaron 1x108 (células humanas de cancer de pulmon no microcitico
H460 o células humanas de fibrosarcoma HT1080) o 3x108 (células humanas de cancer de prostata PC-3) en el
espacio subcutaneo del costado derecho para obtener modelos de xenoinjertos ectdpicos. La aleatorizacion y la
dosificacion se iniciaron cuando los tumores alcanzaron un determinado tamarfio (100 - 150 mm?3). En todos los
experimentos se utilizd TH-302 de grado API, mientras que docetaxel, gemcitabina, cisplatino, pemetrexed y
doxorrubicina se adquirieron de fuentes comerciales.

En un estudio, se examind el efecto de diferentes pautas posolégicas de TH-302/docetaxel en el modelo de crecimiento
del tumor H460 (CPNM). Las células H460 se prepararon en un 30 % de Matrigel y un 70 % de RPMI1640. Los ratones
fueron anestesiados con isoflurano y se les implanté por via subcutanea 1 x10° células (en 200 pl) en la posicion del
costado. Seleccionamos 110 ratones con tumores de tamario similar (-100 mm?3) para el estudio. Los ratones con un
tamafio de tumor similar fueron asignados aleatoriamente a diferentes grupos. El tratamiento se inicié el dia 1 (7 dias
después de la implantacion del tumor), excepto cuando se indique lo contrario. TH-302 se administré por via
intraperitoneal (i.p.) a 150 mg/kg, y el docetaxel se administré por via intravenosa (i.v.) a 10 mg/kg. Los animales
fueron observados diariamente y se registraron las medidas de los tumores y los pesos corporales dos veces por
semana. El retraso del crecimiento tumoral (TGD) para alcanzar 500 mm3 y 1000 mm?2 de los tumores tratados con el
farmaco en comparacion con los tumores tratados con el vehiculo y la inhibicién del crecimiento tumoral (TGI) (1-T/C)
donde T/C =(Tn-Ti)/(Cn-Ci) donde Tn es el volumen tumoral en el grupo de tratamiento en el Dia n y Ti es el volumen
tumoral inicial en el grupo de tratamiento, y Cn es el volumen tumoral en el grupo de control con vehiculo en el Dia n
y Ci es el volumen tumoral inicial en el grupo de control con vehiculo y el Dia n es la tltima medicién cuando todos los
animales del grupo de control siguen vivos se presentan en la tabla 19. Se observaron diferentes efectos antitumorales
con diferentes secuencias de dosis. Los resultados mostraron que, en general, TH-302 administrado antes del
docetaxel produjo una respuesta antitumoral superior, y la administracion de TH-302 4 horas antes del agente
quimioterapéutico fue mejor que los otros intervalos de tiempo probados, por ejemplo, 24 o 48 horas antes, o
simultaneamente.
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En un estudio realizado sustancialmente como el descrito anteriormente, excepto que las células implantadas eran
células de cancer de prostata humano PC-3 y se implantaron 3 x 108 células y los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en grupos separados cuando sus tumores alcanzaron ~150 mm? TH-302 administrado en primer lugar
proporcioné los mejores resultados. La administracion del farmaco distinto de HAP (docetaxel) 4 horas después de
interrumpir la administracion del farmaco HAP (TH-302) demostré la mejor eficacia del tratamiento. Los resultados de
las pruebas de retraso de 2, 4 y 24 horas se incluyen en la tabla 19, a continuacion.

En un estudio realizado sustancialmente como el descrito anteriormente, excepto que las células implantadas eran
células H460 de CPNM y se implantaron 1 x 10® células y los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en grupos
separados cuando sus tumores alcanzaron ~100 mm?y el agente quimioterapéutico empleado fue pemetrexed a una
dosis de 150 mg/kg administrado una vez a la semana (Q7D) durante dos semanas i.p. y TH-302 se administré a
100 mg/kg administrado una vez a la semana (Q7D) durante dos semanas i.p. La administracién del farmaco distinto
de HAP (pemetrexed) 2 horas después de la administracion del farmaco HAP (TH-302) demostré la mejor eficacia del
tratamiento, en comparacion con la administracion simultanea o cuando se empled un retraso de 4, 8 0 24 horas. Los
resultados de las pruebas se indican en la tabla 19.

Un estudio comparativo realizado solo con fines ilustrativos se llevé a cabo sustancialmente como se ha descrito
anteriormente, excepto que las células implantadas fueron células de fibrosarcoma humano HT1080 y se implantaron
1 x 108 células y los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en grupos separados cuando sus tumores alcanzaron
~100 mm? y el agente quimioterapéutico empleado fue doxorrubicina a una dosis de 4 mg/kg administrada una vez
por via intravenosa y TH-302 se administré a una dosis de 100 mg/kg una vez. La administracion del farmaco distinto
de HAP (doxorrubicina) 2 horas o 4 horas después de la administracion del farmaco HAP (TH-302) demostro la mejor
eficacia del tratamiento, en comparacion con la administracion simultanea o cuando se empled un retraso de 8 o 24
horas o cuando la doxorrubicina se administré antes del farmaco HAP con un retraso de 2 horas. Los resultados de
las pruebas se indican en la tabla a continuacion.

La administracion simultdnea de los agentes antineoplasicos HAP y distintos de HAP mostré la mayor toxicidad. Por
ejemplo, la administracidon conjunta de TH-302 y el agente quimioterapéutico a menudo exhibio la pérdida de peso
corporal (PC) mas intensa en comparacion con los otras pautas. Esto se observé en el modelo PC-3 (carcinoma de
prostata) en el que se administréo TH-302 y docetaxel y en el modelo de cancer de préstata PC-3 en el que se administro
TH-302 y cisplatino.

Otro estudio comparativo realizado solo con fines ilustrativos se llevd a cabo sustancialmente como se ha descrito
anteriormente, excepto que las células implantadas eran células de cancer de préstata humano PC-3 y se implantaron
5 x 108 células y los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en grupos separados cuando sus tumores alcanzaron
~100 mm? y el agente quimioterapéutico empleado fue cisplatino a una dosis de 6 mg/kg administrado una vez a la
semana durante 2 semanas (Q7Dx2) por via intravenosa y TH-302 se administré a una dosis de 50 mg/kg una vez al
dia durante 5 dias a la semana durante 2 semanas, y el dia en que se administraron ambos agentes, TH-302 se
administré 2 horas antes, de manera simultanea o 2 horas después del cisplatino. La administracion del farmaco
distinto de HAP (cisplatino) 2 horas después de la administracién del farmaco HAP (TH-302) demostré la mejor eficacia
del tratamiento, en comparacion con la administracion contemporanea o cuando el cisplatino se administré antes del
farmaco HAP en un plazo de 2 horas. TH-302 administrado simultdaneamente con docetaxel en el modelo de cancer
de prostata PC-3 mostré efectos secundarios tdxicos en los ratones, y 6 de los 10 ratones probados con este esquema
de administracion fueron sacrificados debido a una pérdida de peso corporal >20 %.

Se realiz6 otra prueba comparativa para demostrar (solo con fines ilustrativos) cémo el tratamiento combinado de
acuerdo con los presentes métodos proporciona una toxicidad reducida, especialmente en lo que respecta a la
supresion de los recuentos de células sanguineas. En este ensayo, se administr6 TH-302 a ratones CD1, y a
continuacién se administré gemcitabina 0, 2, 4, 8, 16 0 24 h después de interrumpir la administraciéon de TH-302. La
seguridad de la administracién de la combinacion se midié por su efecto en los recuentos de células sanguineas
(glébulos blancos o GB, neutrdfilos, linfocitos, monocito, hematies o GR, y hemoglobina o Hb) 2 dias después de la
administracion de TH-302 (cuanto mayor sea el recuento de células sanguineas, mas segura sera la administracion
de los farmacos en combinacion). Ambos farmacos se administraron por via intraperitoneal; TH-302 se administr6 a
una dosis de 75 mg/kg y la gemcitabina a 300 mg/kg. Los resultados demostraron que la administracion no simultdnea
de TH-302 y gemcitabina, por ejemplo, cuando se administré gemcitabina 2 h o 4 h después de la administracion de
TH-302, era menos téxica que administrarlos juntos.

En resumen, estos experimentos demostraron que (i) la mayor eficacia antitumoral se observé con una pauta en la
que se administrd primero el agente antineoplasico HAP, y hubo un cierto retraso entre la administracion del HAP y la
del agente antineoplasico distinto de HAP; y (ii) la administracion simultanea de los agentes antineoplasicos HAP y
distintos de HAP mostré la mayor toxicidad.
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EJEMPLO 4: Terapia combinada con TH-302 y gemcitabina, docetaxel o pemetrexed

Este ejemplo demuestra la administracion no simultanea de un agente antineoplasico distinto de TH-302 en
combinacion con TH-302 para el tratamiento del céncer. Se llevé a cabo un estudio en fase l/ll de 3 grupos,
multicéntrico de escalada de la dosis usando un disefio de escalada de la dosis clasico para demostrar la eficacia y
determinar la seguridad de TH-302 cuando se administra en combinacion con gemcitabina (con fines Unicamente
ilustrativos) o docetaxel o pemetrexed (como en la invencién). La dosis inicial de TH-302 fue de 240 mg/m?. TH-302
se administré6 mediante infusioén intravenosa (i.v.) durante 30 minutos en los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias (4
semanas) (grupo A) o en los dias 1y 8 de un ciclo de 21 dias (3 semanas) (grupo B y C) como se indica a continuacion.
La gemcitabina, el docetaxel o el pemetrexed se administraron 2 h después de finalizar la infusién de TH-302. Las
dosis iniciales de gemcitabina, docetaxel o pemetrexed se mantuvieron fijas segun las dosis aprobadas que figuran
en el etiquetado de sus respectivos productos. La pauta de tratamiento, la dosis, el calendario y la duracién del ciclo
de estos farmacos fueron los siguientes

Grupo de tratamiento A (con fines Unicamente ilustrativos): la gemcitabina se administré por via intravenosa a razén
de 1.000 mg/m? durante 30 minutos los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias. TH-302 se administr6 como
anteriormente en los dias 1, 8 y 15 de cada ciclo de 28 dias.

Grupo de tratamiento B: el docetaxel se administrd por via intravenosa a razon de 75 mg/m? durante 60 minutos el dia
1 de cada ciclo de 21 dias. TH-302 se administr6 como en el caso anterior en los dias 1 y 8 de cada ciclo de 21 dias.

Grupo de tratamiento C: el pemetrexed se administré por via intravenosa a 500 mg/m? durante 10 minutos el dia 1 de
cada ciclo de 21 dias. TH-302 se administré como se ha indicado anteriormente los dias 1 y 8 de cada ciclo de 21
dias.

A. Exposicién al farmaco del estudio y determinacion de la toxicidad limitante de la dosis

La dosis se inici6 en 240 mg/m? y la escalada de dosis se continu6 con incrementos del 40 % desde el nivel de dosis
anterior; sin embargo, también se pueden aplicar aumentos de dosis mas bajos, del 20 al 40 %, en funcion del
resultado del tratamiento. La dosis de TH-302 se escal6 en cohortes de 3-6 pacientes. Si un sujeto experimentd una
toxicidad limitante de la dosis (TLD), se inscribieron 3 pacientes adicionales a ese nivel de dosis hasta un total de 6
pacientes en esa cohorte. Si no se observa ninguna TLD adicional, se reanudé el aumento de la dosis. Sin embargo,
si 2 0 mas de los 6 pacientes de una cohorte experimentan una TLD, se consideré que esa dosis superaba la dosis
maxima tolerada (DMT). La DMT se definié entonces en el siguiente nivel de dosis mas bajo en el que se trataron los
6 pacientes y menos de 1 sujeto experimentd una TLD. La dosis maxima de TH-302 utilizada fue la DMT del agente
unico (monoterapia con TH-302) o la dosis mas alta probada en ese estudio si no se alcanzé la DMT.

Se realizaron TAC cada 2 ciclos. Los objetivos del estudio eran determinar la DMT y la TLD de TH-302 y evaluar la
seguridad, la farmacocinética (FC) y la eficacia preliminar de TH-302 en combinacién con gemcitabina (G), docetaxel
(D), o pemetrexed (P) en tumores solidos avanzados. Se han inscrito setenta y dos pacientes y tienen un seguimiento
suficiente para ser incluidos en el resumen de escalada de la dosis. Se inscribieron cincuenta pacientes con un
seguimiento suficiente de la evaluacion del tumor. Los pacientes se inscribieron en 7 centros de los Estados Unidos
desde agosto de 2008 hasta agosto de 2009 y recibieron el farmaco del estudio. La exposicion al farmaco del estudio
y las TLD se resumen a continuacion.

TABLA 20
TH-302 mas Gemcitabina
Dosis N.° de N.°de TLD TLD (descripcion) Mediana de ciclos En curso
(mg/m?) pacientes evaluables P (rango)
240 7 6 1 (elevacion de ALT de grado 3) 4 (1-11+) 3
340 6 3 0 3 (2-7) 3

2 (trombocitopenia de grado 4;

480 6 5 dolor/fatiga de grado 3)

4 (2-6+) 5

2 (trombocitopenia de grado 4;

575 7 6 esofagitis de grado 3)

2 (1-3+) 6
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TABLA 21
TH-302 més Docetaxel
Dosis N.° de N.°de TLD L Mediana de ciclos
> . TLD (descripcion) En curso
(mg/m?) pacientes evaluables (rango)
240 7 7 1 (neutropenia febril) 4 (1-10+) 1
340 6 5 0 2 (1-8+) 4
480 7 6 2 (neutropenia de grado 4) 3 (2-6+) 6
TABLA 22
TH-302 mas Pemetrexed
Dosis N.° de N.°de TLD L Mediana de ciclos
5 ! TLD (descripcion) En curso
(mg/m?) pacientes evaluables (rango)
240 5 3 0 10 (2-16) 1
340 5 5 0 2 (2-8+) 3
480 9 6 1 (candidiasis oral de grado 3) 2 (1-6+) 3
1 (mucositis oral de grado
575 7 5 3/trombocitopenia de grado 4) 3 (1-4+) 3

Los resultados obtenidos hasta la fecha demuestran que TH-302 puede administrarse con seguridad en combinacion
con una dosis completa de gemcitabina, docetaxel o pemetrexed, pero puede aumentar la toxicidad hematolégica de
estos agentes.

Se prevé que la DMT de TH-302 mas gemcitabina sea de 340-400 mg/m?; la DMT de TH-302 mas docetaxel es de
340 mg/m? y la DMT de TH-302 mas pemetrexed es de 480 mg/m?2. Las principales toxicidades limitantes de la dosis
han sido las hematoldgicas. Aunque la contribucion de TH-302 a la toxicidad hematoldgica es dificil de determinar
cuando TH-302 se combina con una quimioterapia mielosupresora, en los grupos de gemcitabina y pemetrexed se
observa una mayor toxicidad hematolégica de la que cabria esperar con la quimioterapia de agente unico. La toxicidad
en la piel y en las mucosas es frecuente a dosis superiores a 240 mg/m?2. El mecanismo es desconocido, pero puede
deberse a la activacion de TH-302 en zonas del epitelio que normalmente son hipdxicas. La adicion de TH-302 a las
quimioterapias estandar no parece aumentar la toxicidad en otros sistemas corporales. Son evidentes tasas de
respuesta mas altas de lo que cabria esperar con la quimioterapia de un solo agente.

B. Actividad antitumoral

Se observo actividad antitumoral en la mayoria de los pacientes. Se ha informado de multiples respuestas en el cancer
de pancreas, el CPNM y los canceres de células transicionales (véanse las tablas 2 y 3 de la Descripcion detallada de
la invencién, mas arriba).

Hasta la fecha, se ha evaluado la respuesta de 45 pacientes. De ellos, 12 pacientes (27 %) tuvieron una remision
parcial (RP) segun los criterios RECIST, 22 pacientes (49 %) lograron una enfermedad estable (DS) y 11 pacientes
(24 %) tuvieron una enfermedad progresiva. La remisién parcial incluia tanto remisiones parciales confirmadas como
no confirmadas. En una remision parcial confirmada, la remision parcial se mantuvo a través de una evaluacion
posterior de la respuesta al menos 28 dias después, y en una remision parcial no confirmada, la remision parcial se
notificd en una evaluacion pero no se mantuvo en una evaluacion de la remisiéon posterior.

i) Grupo de Gemcitabina (solo con fines ilustrativos)

En el grupo de TH-302 méas gemcitabina, TH-302 se administré por via intravenosa durante 30 a 60 minutos en los
dias 1, 8 y 15 de un ciclo de 28 dias. La gemcitabina se dosifica segun su prospecto los dias 1, 8 y 15 de un ciclo de
28 dias. La dosis maxima tolerada (DMT) de TH-302 no se ha establecido y la cohorte de dosis se estd ampliando
actualmente a 340 mg/m?. Se notificaron dos toxicidades limitantes de la dosis en cada uno de los dos niveles de dosis
mas altos de TH-302. Quince pacientes se han sometido a evaluaciones tumorales, 6 de los cuales tenian un RP en
los siguientes canceres: pancreatico (2), ovarico, esofagico, cancer de pulmén no microcitico (CPNM) de histologia
epidermoide y de tiroides y 7 pacientes con EE.

Ocho sujetos humanos con cancer de pancreas han sido tratados con TH-302 en combinacién con gemcitabina. Se

han realizado evaluaciones tumorales RECIST en cuatro sujetos. En su evaluacion inicial del tumor, dos de los cuatro
sujetos tuvieron remisiones parciales y los otros dos de los mismos cuatro sujetos tuvieron enfermedad estable. La
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tasa de remision histérica para el cancer de pancreas de primera linea es inferior al 10 % en multiples estudios de
gran envergadura. Dos de estos cuatro sujetos contindan en el estudio y reciben el ciclo 4 o el ciclo 6. Uno de los
sujetos con remision parcial abandoné el estudio por una infeccion; el otro abandond el estudio tras detectarse una
nueva lesion. CA19-9 es una proteina que ha sido identificada como marcador tumoral para una serie de canceres
gastrointestinales, incluido el cancer de pancreas. Generalmente, los valores de CA19-9 (Ul/ml) estan asociados a la
extension de la carga tumoral. Los niveles mas altos de CA19-9 se asocian a una peor supervivencia. Ademas, las
respuestas de CA 19-9, definidas como una disminucién superior al 50 % respecto a CA19-9 de referencia, se ha
demostrado que predicen un mejor pronéstico. Dos de los cuatro sujetos tenian CA19-9 elevada antes de la terapia
combinada. Ambos sujetos tuvieron respuestas de CA19-9 con disminuciones de CA19-9 del 78 % y del 98 %.

ii) Grupo de docetaxel

En el grupo de TH-302 mas docetaxel, TH-302 se administrd por via intravenosa los dias 1y 8 de un ciclo de 21 dias.
Docetaxel se dosificé segun su prospecto el dia 1 del ciclo de 21 dias. La DMT de TH-302 se ha establecido en
340 mg/m? y la ampliacion de la dosis se ha iniciado a esta dosis en pacientes con cancer de prostata resistente a la
castracion y en pacientes con CPNM de segunda linea. Once pacientes se han sometido a evaluaciones tumorales, 2
de los cuales lograron RP en el CPNM y en el cancer de ano y 6 pacientes con EE.

iii) Grupo de pemetrexed

En el grupo de TH-302 mé&s pemetrexed, TH-302 se administré por via intravenosa los dias 1 y 8 de un ciclo de 21
dias. Pemetrexed se dosificd segun su prospecto el dia 1 del ciclo de 21 dias. La DMT de TH-302 se ha establecido
en 480 mg/m? y la ampliacion de dosis se ha iniciado con una dosis de TH-302 de 400 mg/m? en pacientes con CPNM
no epidermoide de segunda linea. Diecinueve pacientes se han sometido a evaluaciones tumorales, 4 de los cuales
lograron RP en el CPNM (2) y el carcinoma de células transicionales (2) y 9 pacientes con EE.

En conjunto, 8 pacientes con CPNM recidivante o refractario han sido tratados con TH-302 en combinacion con
docetaxel o pemetrexed y se ha evaluado su respuesta. De los 8 pacientes evaluados, 3 pacientes lograron RP, 4
pacientes alcanzaron EE y 1 paciente tuvo EP. La mediana del tiempo de tratamiento de los 8 pacientes ha sido de
5,3 meses.

EJEMPLO COMPARATIVO 5: Terapia combinada con TH-302 y doxorrubicina

Se realizé un estudio en fase I/ll, multicéntrico, de escalada de dosis en pacientes con sarcoma de tejidos blandos
utilizando un disefio clasico de escalada de dosis para demostrar, con fines Unicamente ilustrativos, la eficacia y
seguridad de TH-302 cuando se administra en combinacién con doxorrubicina de acuerdo con la presente divulgacion.
La dosis de TH-302 se escal6 en cohortes de 3-6 sujetos. La dosis inicial de TH-302 fue de 240 mg/m?, una dosis sin
toxicidad de grado 2 o mayor en el ciclo 1 (excluyendo fatiga, nduseas, vomitos, alopecia y diarrea) en el estudio de
fase 1 de agente unico. Se incorporo6 al estudio un nivel de dosis menos 1. La escalada de dosis continud con aumentos
del 40 % desde el nivel de dosis anterior; sin embargo, también podrian administrarse aumentos de dosis menores,
del 20-39 %.

Si un sujeto experimenté una TLD, se inscribieron 3 sujetos adicionales a ese nivel de dosis hasta un total de 6 sujetos
en esa cohorte. Si no se observa ninguna TLD adicional, se reanudé el aumento de la dosis. Sin embargo, si 2 o mas
de 6 sujetos en una cohorte experimentan una TLD, se considerara que esa dosis supera la DMT. La DMT se definira
entonces en el siguiente nivel de dosis mas bajo en el que se traten 6 sujetos y <1 sujeto experimente una TLD. La
dosis maxima de TH-302 es la DMT del agente unico o la dosis mas alta probada en ese estudio si no se alcanzé la
DMT. La DMT se basa en las toxicidades que se producen durante el primer ciclo. Se inscribiran otros 12 sujetos en
la DMT para la parte de expansién de dosis del estudio.

TH-302 se administré por infusidn intravenosa durante 30-60 minutos los dias 1 y 8 de un ciclo de 21 dias. La dosis
de doxorrubicina se mantuvo fija: 75 mg/m? administrados por infusién intravenosa rapida a partir del dia 1 de un ciclo
de 21 dias (si la bilirrubina sérica esta por encima del LSN pero <1,5 x LSN, la dosis se redujo hasta 56 mg/m?). La
doxorrubicina se administré a partir de dos horas después de la finalizacion de la infusion de TH-302 en el dia 1 de
cada ciclo.

Diez pacientes han sido tratados en este estudio con TH-302, 6 pacientes a 240 mg/m? y 4 pacientes a 340 mg/m?. El
intervalo de edad de los pacientes era de 19 a 85 afios. Los sarcomas tratados incluian liposarcoma (3),
leiomiosarcoma (3), sarcoma sinovial (2) y pleomoérfico (2). Los 3 primeros pacientes con 240 mg/m? tuvieron
neutropenia de G4 en el dia 15. Los pacientes posteriores reciben factor estimulante de granulocitos (GCSF) el dia 8
de acuerdo con los métodos de la divulgacion. Se produjo una TLD de trombocitopenia de grado 4 en el dia 15 y una
TLD de infeccion de grado 3 en dos pacientes tratados con 340 mg/m?2. La mielosupresion parece ser la TLD,
obviandose parcialmente sus efectos mediante la administracion de GCSF. Por tanto, en un aspecto descrito en el
presente documento, GCSF se coadministra con TH-302 para tratar el cancer.

Se han realizado evaluaciones tumorales RECIST en siete sujetos. Tres de los siete sujetos tuvieron remisiones
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parciales y otros tres de estos mismos siete sujetos han tenido enfermedad estable. La tasa de remision histérica en
el sarcoma de tejidos blandos de primera linea se sitta entre el 15 % y el 25 %. Dos de los siete sujetos contindan en
el estudio y estan recibiendo el ciclo 4 o el ciclo 11. Los tres sujetos con remisiones parciales continuaron en el estudio
para recibir TH-302 solo después de completar el componente de doxorrubicina del estudio.

EJEMPLO 6: Terapias combinadas con TH-302 en modelos de cancer

Este ejemplo demuestra que los métodos de terapia combinada del cancer con agentes antineoplasicos HAP y
distintos de HAP tienen una actividad antineoplasica superior a la de cualquiera de los agentes por si solos. Para esta
demostracion, se emplearon modelos ectodpicos, ortdpticos y metastasicos en ratones desnudos. La actividad
antitumoral se evalu6é mediante la inhibicion del crecimiento tumoral (TGI) y el retraso del crecimiento tumoral (TGD).
El cambio de peso corporal, la evaluacion macroscopica y microscopica de los cambios tisulares y los ensayos
hematoldgicos sirvieron para evaluar la toxicidad.

a) Métodos

Las pruebas en estos modelos se llevaron a cabo generalmente de la siguiente manera. Se implantaron 1x108 células
humanas de cancer de pulmdn no microcitico H460 o de fibrosarcoma humano HT1080 en el espacio subcutaneo del
costado derecho para obtener modelos de xenoinjerto ectépico. Para el modelo pancreatico ortdptico, los tumores MIA
PaCa2 que expresan proteina roja fluorescente (RFP) se implantaron quirdrgicamente en la superficie del pancreas.
El modelo metastasico de prostata se cred mediante la inyeccion intraventricular de 3 x 108 células PC-3 que expresan
luciferasa. La aleatorizacioén y la dosificacién se iniciaron cuando los tumores alcanzaron un determinado tamafio (100
- 150 mm?) en los modelos ectdpicos, o las imagenes mostraron cierta progresion de la enfermedad en los modelos
ortépticos y metastasicos. En todos los experimentos se utilizd6 TH-302 de grado API, mientras que docetaxel,
gemcitabina, doxorrubicina y pemetrexed se adquirieron de fuentes comerciales.

b) TH-302 con pemetrexed en un modelo de cancer de pulmén

La inhibicién del crecimiento tumoral tras la administracion de la combinacion de TH-302 y pemetrexed fue mayor que
la de cualquiera de los dos fadrmacos por separado en un modelo de cancer de pulmoén ectdpico con células H460.
Véase la tabla 23.

¢) TH-302 con doxorrubicina en un modelo de cancer de pulmén (solo con fines ilustrativos)

La inhibicién del crecimiento tumoral tras la administracion de los farmacos TH-302 y doxorrubicina fue mayor que
para cualquiera de los dos farmacos por separado en un modelo de tumor ectépico con células Calu-6. Véase la tabla
23.

d) TH-302 con carboplatino en un modelo de cancer de pulmdn (solo con fines ilustrativos)

La inhibicion del crecimiento tumoral tras la administracion de TH-302 y carboplatino fue mayor que la de cualquiera
de los dos farmacos por separado en un modelo de tumor ectdpico con células H460. Véase la tabla 23.

e) TH-302 con 5FU en un modelo de cancer de colon (solo con fines ilustrativos)

La inhibicién del crecimiento tumoral tras la administracion de los farmacos TH-302 y 5FU fue mayor que para
cualquiera de los dos farmacos por separado en un modelo de tumor ectépico con células HT-29. Véase la tabla 23.

f) TH-302 con doxorrubicina en un modelo de sarcoma de tejidos blandos (solo con fines ilustrativos)

La inhibicidn del crecimiento tumoral tras la administracién de la combinacion de farmacos TH-302 y doxorrubicina fue
mayor que la de cualquiera de los dos farmacos por separado en un modelo de tumor ectdpico con células HT1080.
Véase la tabla 19.

g) TH-302 con paclitaxel (Taxol) en un modelo de cancer de prostata (solo con fines ilustrativos)

TH-302 se probd como monoterapia y en combinacion con Taxol (paclitaxel) en animales portadores de células
ortépticas de cancer de préostata PC-3 altamente invasivas y metastasicas. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en 6 grupos de 8 ratones cada uno y se trataron con vehiculo; Taxol (12 mg/kg, i.v., dos veces a la
semana durante 4 semanas consecutivas); TH-302 (30 o 50 mg/kg, i.p., una vez al dia durante 5 dias a la semana
durante 2 semanas consecutivas); o Taxol en combinacion con TH-302 (utilizando las mismas pautas de agente Unico).
El estudio demostro tasas de respuesta significativas con la terapia combinada, con cualquiera de las dosis de TH-
302, en el que el seguimiento de la progresion de la enfermedad se realiza por el volumen tumoral. El Taxol solo y TH-
302 solo en dosis de 30 o 50 mg/kg inhibieron significativamente el crecimiento del tumor primario durante el periodo
de tratamiento. La mayor inhibicién del crecimiento del tumor primario se produjo en los grupos de terapia combinada
de Taxol mas TH-302, independientemente de la dosis de TH-302, con 4/8 ratones (Taxol mas TH-302 a 30 mg/kg) o
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3/8 ratones (Taxol mas TH-302 a 50 mg/kg) que demostraron una remision completa tras una rigurosa toma de
imagenes de fluorescencia a cuerpo abierto postmortem. La inhibicién del crecimiento tumoral tras la administracion
de la combinacién de farmacos fue mayor que la de cualquiera de ellos por separado.
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REIVINDICACIONES

1. Composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de pulmén, en donde la primera composicion
comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del &cido N,N'-bis(2-bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la
segunda composicion comprende docetaxel, en donde se administra en primer lugar una dosis eficaz de TH-302,
seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel de 2 a 24 horas después del final de
la administraciéon de TH-302.

2. Composiciones para su uso en un método de tratamiento del cancer de préstata, en donde la primera composicion
comprende (1-metil-2-nitro-1H-imidazol-5-il)éster metilico del acido N,N'-bis(2-bromoetil)fosforrodamico (TH-302) y la
segunda composicion comprende docetaxel, en donde se administra en primer lugar una dosis terapéuticamente eficaz
de TH-302, seguida de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de docetaxel, desde al menos
30 minutos hasta 10 horas después de finalizar la administracién de TH-302.

3. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el docetaxel se administra de 2
horas a 6 horas después de que se haya completado la administracién de TH-302.

4. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde TH-302 se administra por via
intravenosa en una cantidad comprendida entre 200 mg/m? y 500 mg/m?.

5. Composiciones para su uso en el tratamiento del cancer, en donde la primera composicion comprende una dosis
terapéuticamente eficaz de TH-302 y la segunda composicién comprende una dosis terapéuticamente eficaz de un
farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia,

en donde el cancer se selecciona entre cancer esofagico, cancer de pancreas, CPNM, cancer neuroendocrino,
sarcoma de tejidos blandos, cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular (HCC), cancer renal, o cancer parotideo y el
farmaco antineoplasico que no es un profarmaco activado por hipoxia es el pemetrexed.

6. Las composiciones para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde TH-302
se administra durante dos o mas ciclos de cuatro semanas, cada ciclo comprende la administracion de TH-302 una
vez por semana durante 3 semanas consecutivas, seguida de una semana sin administracion de TH-302, o se
administra durante dos o mas ciclos de tres semanas, comprendiendo cada ciclo la administracién de TH-302 una vez
por semana durante 2 semanas consecutivas, seguida de una semana sin administracion de TH-302.

7. Las composiciones para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se trata
al paciente de manera profilactica con un agente tépico para reducir o prevenir el dafio en las mucosas y/o la piel.

8. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la primera composicién comprende
TH-302, como principio activo en una cantidad de 50 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, un tensioactivo no iénico
en una cantidad eficaz para actuar como estabilizante y etanol como portador.

9. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde, en la primera composicion, el
tensioactivo no idnico es monooleato de polioxietileno sorbitano (TWEEN 80).

10. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde la primera composicién comprende
60 mg/ml de TH-302, un 95 % (v/v) de etanol y un 5 % de TWEEN 80.

11. Las composiciones para el uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la primera composicion comprende
ademas dimetilacetamida.
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