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DESCRIPCION
Formulaciones liposomales de agentes de antraciclina y analogos de citidina
Campo técnico

La invencion se refiere a composiciones para mejorar la liberacion de combinaciones de agentes terapéuticos. Mas
particularmente, la invencion se refiere a sistemas de liberacion que proporcionan combinaciones del agente de
antraciclina daunorubicina y el analogo de citidina citarabina.

Técnica antecedente

La progresion de muchas enfermedades que ponen en peligro la vida tales como cancer, SIDA, enfermedades
infecciosas, trastornos inmunes y trastornos cardiovasculares esta influenciada por mdltiples mecanismos
moleculares. Debido a esta complejidad, la obtencién de curaciones con un solo agente se ha encontrado con un
éxito limitado. De esta manera, con frecuencia se han usado combinaciones de agentes para combatir la
enfermedad, particularmente en el tratamiento de canceres. Parece ser que hay una fuerte correlaciéon entre el
nimero de agentes administrados y las tasas de la curacion para canceres tales como la leucemia linfocitica aguda
y el cancer colorrectal metastésico (Frei, et al., Clin. Cancer Res. (1998) 4: 2027-2037; Fisher, M. D.; Clin Colorectal
Cancer (2001) Aug; 1(2): 85-6).

Los antibidticos de antraciclina tales como daunorubicina, doxorubicina, epirubicina y sus derivados comprenden
agentes antineoplasicos conocidos. Principalmente se emplean farmacos basados en daunorubicina, tales como
clorhidrato de daunorubicina, porque se intercalan con el ADN, influyendo en diversas funciones del ADN,
incluyendo la sintesis de ADN y ARN. Presentan actividad contra la leucemia linfocitica aguda, la leucemia
granulocitica aguda, la leucemia mielocitica aguda, la fase aguda de la leucemia mielocitica crénica y la leucemia no
linfocitica aguda. Se ha demostrado que la doxorubicina es eficaz en el tratamiento de leucemias agudas, linfomas
malignos y tumores solidos seleccionados tales como tumores de cancer de mama. La idarubicina presenta una
actividad similar a estos antimetabolitos y se ha usado junto con citarabina para la leucemia mieloide aguda (LMA)
de cariotipo adverso. Giles, F.J., et al., J. Clin. Oncol. (2003) 21(9): 1722-7.

Los analogos de citidina, incluyendo tres ejemplos de dichos analogos citarabina, 5-Azacitidina y gemcitabina, son
agentes antineoplasicos conocidos. Por ejemplo, estos compuestos han demostrado eficacia para inhibir la sintesis
de ADN en leucemia y células cancerosas. Estas propiedades han permitido que estos compuestos traten
eficazmente la leucemia mielocitica aguda, la leucemia linfoblastica aguda y sindromes mielodisplasicos, cancer
pancreatico y cancer de pulmén.

El documento US 2004/0052864 analiza la administracion de un inhibidor de la metilacién de ADN no encapsulado y
un agente antineoplasico no encapsulado, de forma individual o en un céctel de farmacos libres, para el tratamiento
de enfermedades asociadas con una proliferacion celular anormal. Sin embargo, en esta publicacién no se
sugirieron preparaciones farmacéuticas disefiadas para controlar la liberacién o las semividas de los farmacos.

De forma similar, la Patente de Estados Unidos N° 5.736.155 analiza la preparacion de agentes neoplésicos
encapsulados en liposomas. Se contempla que los agentes antineoplasicos individuales y multiples se administran
de forma simultanea o secuencial, sin embargo, no se sugirié la combinacién de un antibiético de antraciclina junto
con un analogo de citidina.

El documento US 2003/0147945 desvela composiciones que comprenden vehiculos de liberacion que tienen
asociadas de forma estable con los mismos combinaciones no antagonistas de dos o mas agentes que, segun se
indica, son Utiles para conseguir efectos no antagonistas cuando se administran las combinaciones de farmacos.

Hay varios inconvenientes que limitan el uso terapéutico de cécteles de farmacos. Por ejemplo, la administracion de
cécteles de farmacos libres con frecuencia da como resultado una eliminacion rapida de uno o todos los farmacos
antes de alcanzar el sitio del tumor. Por esta razén, muchos farmacos se han incorporado en vehiculos de liberacién
disefiados para “protegerlos” de mecanismos que de otra manera darian como resultado su eliminacién del torrente
sanguineo. Es bien sabido que los liposomas tienen la capacidad de proporcionar este efecto “protector” y, por lo
tanto, pueden prolongar la semivida de agentes terapéuticos. Sin embargo, la formulacion de farmacos especificos o
mas de un farmaco en vehiculos de liberaciéon ha resultado ser dificil porque la composicion de lipidos del vehiculo
con frecuencia afecta de forma diferente a la farmacocinética de los farmacos individuales. Por lo tanto, una
composicién que es adecuada para la retencion y liberacién de un farmaco puede no ser adecuada para la retencion
y liberacion de un segundo farmaco.

Los investigadores de la presente invencion han identificado formulaciones de vehiculos de liberacién particulares
necesarias para acomodar una combinacién de una antraciclina y un andlogo de citidina (particularmente,
daunorubicina y citarabina), que dan como resultado una retencion superior de los farmacos y una liberacién
sostenida de farmaco de cada agente. Ademds, han demostrado que pueden mantenerse satisfactoriamente
relaciones sinérgicas de estos farmacos, cuando se encapsulan en liposomas, en el compartimento sanguineo a lo
largo del tiempo, dando como resultado una mayor eficacia en comparacién con el céctel de farmacos libres y los
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farmacos individuales en liposomas.
Divulgacion de la invencion

La invencidn se refiere a composiciones para administrar cantidades eficaces de combinaciones de farmacos de
antraciclina y analogo de citidina (es decir, daunorubicina con citarabina) usando vehiculos de liberacién liposomales
gue tienen asociados de forma estable con los mismos al menos uno de dichos agentes de antraciclina y uno de
dichos farmacos basados en analogo de citidina. Estas composiciones permiten que dichos dos o mas agentes se
liberen en el sitio de enfermedad de una forma coordinada, asegurando de esta manera que los agentes estén
presentes en el sitio de enfermedad en una relacién deseada. Este resultado se conseguira tanto si los agentes se
co-encapsulan en un vehiculo de liberacién basado en lipidos, como si se encapsulan en vehiculos de liberacion
basados en lipidos separados administrados de tal forma que se mantengan relaciones deseadas en el sitio de
enfermedad. La farmacocinética (PK) de la composicion se controla por los propios vehiculos de liberacién basados
en lipidos de tal forma que se consigue una liberacion coordinada (siempre que las PK de los sistemas de liberacion
sean comparables).

De esta manera, en un aspecto, la invencién proporciona una composicion de liposomas para administracion
parenteral que comprende daunorubicina y citarabina asociadas con los liposomas en una relacién no antagonista
terapéuticamente eficaz como se define en la reivindicacion 1. La relacién no antagonista terapéuticamente eficaz de
los agentes se determina evaluando la actividad o los efectos bioloégicos de los agentes en cultivos celulares
relevantes o sistemas sin células, asi como en homogeneizados de tumor procedentes de biopsias de pacientes
individuales, en un intervalo de concentraciones. Puede usarse cualquier método que dé como resultado la
determinacion de una relacion de agentes que mantenga un efecto terapéutico deseado.

La composicion comprende al menos una de las antraciclinas mencionadas anteriormente y uno de los agentes de
citidina mencionados anteriormente en una relacion molar entre la antraciclina y el agente de citidina que presenta
un efecto biolégico deseado en las células relevantes en cultivo, sistemas sin células u homogeneizados de tumor.
La relacion es la relacién a la que los agentes son no antagonistas. Por células “relevantes”, los solicitantes se
refieren a al menos un cultivo celular o linea celular que es apropiada para el ensayo del efecto bioldgico deseado.
Cuando estos agentes se usan como agentes antineoplasicos, las células “relevantes” son las de lineas celulares
identificadas por el Programa de Desarrollo Terapéutico (DTP) del Instituto Nacional del Cancer (NCI)/Institutos
Nacionales de la Salud (NIH) como utiles en su programa de descubrimiento de farmacos anticancerosos.
Actualmente, la investigacion del DTP utiliza 60 lineas de células tumorales humanas diferentes. Seria necesario
demostrar la actividad deseada al menos en una de dichas lineas celulares. Por “homogeneizado de tumor”, el
solicitante se refiere a células generadas por la homogeneizacion de biopsias o tumores del paciente. La extraccion
de tumores enteros o biopsias de tumor puede conseguirse mediante técnicas médicas convencionales por un
médico cualificado y la homogeneizacion del tejido en células individuales puede realizarse en el laboratorio usando
varios métodos bien conocidos en la técnica.

En el presente documento también se describe un método para liberar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
combinacién de daunorubicina:citarabina en una diana deseada mediante la administracion de las composiciones de
la invencion.

También se describe en el presente documento un método para liberar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
combinacién de antraciclina:analogo de citidina mediante la administracion de una antraciclina asociada de forma
estable con un primer vehiculo de liberaciéon y un analogo de citidina asociado de forma estable con un segundo
vehiculo de liberacién. El primer y segundo vehiculos de liberacion pueden estar contenidos en viales separados,
administrdndose los contenidos de los viales a un paciente de forma simultdnea o secuencial. En un aspecto, la
relacion entre la antraciclina y el analogo de citidina es no antagonista.

También se describe en el presente documento un método para preparar una composicion terapéutica que
comprende liposomas que contienen una relacion de al menos una antraciclina y un andlogo de citidina que
proporciona un efecto terapéutico deseado, comprendiendo dicho método proporcionar un panel de al menos una
antraciclina y un analogo de citidina, donde el panel comprende al menos una, pero preferiblemente una
multiplicidad de relaciones de dichos farmacos, ensayar la capacidad de los miembros del panel para ejercer un
efecto bioldgico en un cultivo celular relevante, sistema sin células u homogeneizado de tumor sobre un intervalo de
concentraciones, seleccionar un miembro del panel en el que la relaciéon proporcione un efecto terapéutico deseado
en dicho cultivo celular, sistema sin células u homogeneizado de tumor sobre un intervalo de concentraciones
adecuado; y asociar de forma estable la relacién de farmacos representada por el miembro satisfactorio del panel en
vehiculos de liberacion de farmaco basados en lipidos. El efecto terapéutico deseado mencionado anteriormente es
no antagonista.

Como se describe adicionalmente méas adelante, para disefiar una combinacion apropiada de acuerdo con el método
descrito anteriormente, las relaciones no antagonistas se seleccionan como las que tienen un indice de combinacion
(Cl) £ 1,1. Se disefian formulaciones liposomales adecuadas de tal forma que incorporen de forma estable una
cantidad eficaz de una combinaciéon de antraciclina:andlogo de citidina (es decir, daunorubicina:citarabina) y
permitan la liberacion sostenida de los dos farmacos in vivo. Las formulaciones preferidas contienen al menos un
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lipido cargado negativamente, tal como fosfatidilglicerol.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1A es un grafico que muestra el indice de combinacion (IC) representado en funcién de la fraccion de
células de leucemia linfocitica murina P388 afectadas (fa) por combinaciones de daunorubicina:citarabina (o Ara-C) a
diversas relaciones molares: 10:1 (cuadrados), 5:1 (triangulos), 1:1 (circulos blancos), 1:5 (triangulos invertidos) y
1:10 (circulos rellenos).

La FIGURA 1B es un gréafico que muestra la combinacion (IC) representada en funcién de la fraccion de células de
leucemia linfocitica murina L1210 afectadas (fa) por combinaciones de daunorubicina:citarabina (o Ara-C) a diversas
relaciones molares: 10:1 (cuadrados), 5:1 (triangulos), 1:1 (rombos), 1:5 (triangulos invertidos) y 1:10 (circulos).

La FIGURA 1C es un grafico que muestra el IC frente a diversas relaciones molares de daunorubicina:citarabina
(10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10) en células de leucemia linfocitica murina P388. Se comparan los valores de IC a
concentraciones de farmaco suficientes para producir un 75% (DE75) y un 90% (DE90) de inhibicién del crecimiento
de células tumorales a las diferentes relaciones molares de daunorubicina:citarabina.

La FIGURA 1D es un grafico que muestra el IC frente a diversas relaciones molares de daunorubicina:citarabina
(10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10) en células de leucemia linfocitica murina L1210. Se comparan los valores de IC a
concentraciones de farmaco suficientes para producir un 75% (DE75) y un 90% (DE90) de inhibicién del crecimiento
de células tumorales a las diferentes relaciones molares de daunorubicina:citarabina.

La FIGURA 2A es un gréfico que muestra las curvas de eliminacion en plasma de daunorubicina y citarabina a
diversos puntos de tiempo después de la administracion intravenosa a ratones BDF-1 en liposomas de
DSPC:DSPG:CHOL (relacién molar 7:2:1).

La FIGURA 2B es un gréfico de la relacion de daunorubicina:citarabina (mol:mol) en el plasma en funcién del tiempo
después de la administracion intravenosa de liposomas de DSPC:DSPG:CHOL (relacién molar 7:2:1) con una carga
dual de daunorubicina:citarabina (relacion molar aproximadamente 1:5). Los puntos de datos representan las
relaciones molares de daunorubicina:citarabina determinadas en plasma (+/desviacion tipica) en los puntos de
tiempo especificados.

La FIGURA 3A es un grafico que muestra la eficacia de daunorubicina:citarabina (relacion molar aproximadamente
1:5) encerradas en liposomas co-cargadas en comparacion con farmacos individuales encapsulados en liposomas y
un coctel de farmacos libres administrados por via i.v. (Q3DX3) contra el modelo de leucemia linfocitica P388 en
ratones. Los ratones se organizaron en grupos de tratamiento apropiados que consistian en grupos de control y
tratamiento que incluian solucion salina (circulos), daunorubicina liposomal (triangulos), citarabina liposomal
(cuadrados), coctel libre de daunorubicina:citarabina (9:600 mg/kg) (triangulos invertidos) y daunorubicina:citarabina
co-cargadas en liposomas de DSPC:DSPG:Chol (7:2:1, mol:mol) que dan como resultado una relaciéon molar final de
daunorubicina:citarabina de aproximadamente 1:5 (rombos).

La FIGURA 3B es un grafico que muestra la eficacia de daunorubicina:citarabina (relacion molar aproximadamente
1:5) encerradas en liposomas co-cargadas en comparacion con farmacos individuales encapsulados en liposomas y
un coctel libre administrado por via i.v. (Q3DX3) contra el modelo de leucemia linfocitica L1210 en ratones. Los
ratones se organizaron en grupos de tratamiento apropiados que consistian en grupos de control y tratamiento que
incluian solucién salina (circulos), daunorubicina liposomal (tridngulos), citarabina liposomal (cuadrados), coctel libre
de daunorubicina:citarabina (12:30 mg/kg) (rombos blancos) y daunorubicina:citarabina co-cargadas en liposomas
de DSPC:DSPG:Chol (7:2:1, mol:mol) que dan como resultado una relacion molar final de daunorubicina:citarabina
de aproximadamente 1:5 (rombos rellenos).

Modos de realizar la invencién®

! Abreviaturas
DSPC: diestearoilfosfatidilcolina; PG:

fosfatidilglicerol; DSPG: diestearoilfosfatidilglicerol; PI: fosfatidilinositol; SM: esfingomielina; Chol o CH:
colesterol; CHE: colesteril hexadecil éter;

VUP: vesicula unilamelar pequefia; VUG: vesicula unilamelar grande; VML: vesicula multilamelar;

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H tetrazolio; EDTA: &cido etilendiaminatetraacético;
HEPES:

acido N-[2-hidroxiletil]-piperazina-N-[2-etanosulfénico]; HBS: solucion salina tamponada con HEPES (HEPES
20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4); SHE: sacarosa 300 mM, HEPES 20 mM, EDTA 30 mM; TEA: trietanolamina;
IC: indice de combinacion; fa: fraccion afectada.
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A menos que se definan de otra manera, todos los términos de la técnica, notaciones y otros términos cientificos o
terminologias usadas en el presente documento tienen los mismos significados que se entienden comidnmente por
un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. En algunos casos, los términos con significados
entendidos cominmente se definen en el presente documento para proporcionar claridad y/o para facilitar su
consulta, y no debe considerarse que la inclusion de dichas definiciones en el presente documento necesariamente
represente una diferencia sustancial con respecto a lo que se entiende generalmente en la técnica. Muchas de las
técnicas y procedimientos descritos o mencionados en el presente documento se entienden bien y se emplean
comunmente usando la metodologia convencional por los expertos en la materia. Cuando es apropiado,
generalmente se realizan procedimientos que implican el uso de kits y reactivos disponibles en el mercado de
acuerdo con los protocolos y/o parametros definidos por el fabricante a menos que se indique otra cosa.

Como se usa en el presente documento, “un” o “una” significa “al menos uno (o una)” o “uno (0 una) o mas”.

La invencién proporciona composiciones que comprenden liposomas que encapsulan al menos un antibiético de
antraciclina (es decir, daunorubicina) y un agente analogo de citosina (es decir, citarabina), donde el antibidtico de
antraciclina y el agente analogo de citosina estan presentes en una relacién molar de antibidtico de antraciclina:
agente andalogo de citosina (es decir, daunorubicina:citarabina) de aproximadamente 1:5.

La relacién molar mencionada anteriormente de la antraciclina:analogo de citidina presenta un efecto no antagonista
en células relevantes u homogeneizados de tumor.

En realizaciones adicionales de la invencién, los vehiculos de liberacion basados en lipidos descritos anteriormente
comprenden un tercer o cuarto agente. Puede incluirse cualquier agente terapéutico, de diagnéstico o cosmético.

Los vehiculos de liberacién basados en lipidos de la presente invencién pueden usarse no sélo en administracion
parenteral, sino también para la liberacion topica, nasal, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, de aerosol u oral
o0 mediante la aplicacion del vehiculo de liberacion sobre o dentro de un dispositivo implantable natural o sintético en
o cerca del sitio diana con fines terapéuticos o para la obtencion de imagenes médicas y similares. Preferiblemente,
los vehiculos de liberacion basados en lipidos de la invencién se usan en administracién parenteral, mas
preferiblemente, en administracion intravenosa.

Analogos de citidina

Los antimetabolitos 0, mas particularmente, analogos de citidina tales como citarabina, 5-Azacitidina y gemcitabina
(2’,2-Difluorodesoxicitidina) son agentes antineoplasicos conocidos. En la técnica también puede hacerse referencia
a los analogos de citidina como analogos de nucletsido de citosina. Los antimetabolitos son compuestos que son
suficientemente similares a un agente quimico natural como participar en una reaccion bioquimica normal en las
células, pero suficientemente diferentes como para interferir con la division y las funciones normales de las células.
Estos compuestos generalmente inhiben un proceso metaboélico normal.

La citarabina es un antimetabolito nucledsido de pirimidina. Este compuesto es un analogo de 2’-desoxicitidina con
el 2’-hidroxilo en posicién trans con respecto al 3'-hidroxilo del azlcar. La citarabina se considera equivalente a la 4-
amino-1-B-d-arabinofuranosil-2(1H)-pirimidinona, 1-p-d-arabinofuranosilcitosina, Ara-C, arabinésido de B-citosina,
aracitidina, CHX-3311, U-19920, Alexan, Arabitin, Aracytine, Cytarbel, Cytosar, Erpalfa, Iretan y Udicil. En analogos
de citidina tales como la citarabina, el resto de azlUcar comprende una arabinosa en lugar de una ribosa. La
citarabina se considera util en la terapia de la leucemia mielocitica aguda (LMA) y ha demostrado eficacia en la
remision de este trastorno. Sin embargo, el mecanismo de accién de la citarabina no se conoce completamente,
aungue la incorporacion de esta nucleotidasa en el ADN conduce a una inhibicion de la polimerizacién por
terminacion de la sintesis de la cadena.

La citarabina tiene que “activarse” mediante la conversién del nucleétido 5-monofosfato (AraCMP) para terminar la
sintesis de la cadena. Después, AraCMP puede reaccionar con nucleétido quinasas seleccionadas para formar
nucledtidos difosfato y trifosfato (AraCDP y AraCTP). La incorporacion de citarabina en el ADN es especifica de la
fase S, de manera que se ha abogado por la dosificacion durante al menos un ciclo celular completo para obtener la
inhibicion de la sintesis de ADN. La inhibicion de la sintesis de ADN se produce a bajas concentraciones de AraCTP
e inhibe el alargamiento de la cadena de ADN por incorporacion de AraC en la parte terminal de una cadena de ADN
en crecimiento. Ademas, parece haber una correlacion entre la cantidad de AraC incorporada en la cadena y la
inhibicion de la sintesis de ADN.

Los sujetos pueden desarrollar resistencia a la citarabina. Dicha resistencia generalmente se debe a una deficiencia
de desoxicitidina quinasa, que produce AraCMP. Ademas, ciertas enzimas degradativas tales como la citidina
desaminasa (que desamina AraC produciendo arauridina no téxica) y dCMP (que convierte AraCMP en AraUMP
inactivo) también afectan a la eficacia.

Un inconveniente de la citarabina es su toxicidad. Este compuesto es un potente agente mielosupresor capaz de
producir leucopenia severa, trombocitopenia y anemia con cambios megaloblasticos notables. También se han
detectado alteraciones gastrointestinales, fiebre, conjuntivitis, neumonitis, disfunciéon hepatica, dermatitis y efectos
secundarios neurotoxicos, generalmente cuando se administran dosis elevadas.
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La 5-Azacitidina (Azacitidina; 5-AzaC) es un compuesto que presenta actividad antineoplasica. Este compuesto se
considera util para el tratamiento de la LMA, leucemia linfoblastica aguda y sindromes mielodisplasicos. Ciertos
estudios actuales estan evaluando los efectos de este compuesto en la beta talasemia, leucemia mieloide aguda,
sindrome mielodisplasico, tumores sélidos avanzados o metastésicos, linfoma no Hodgkin, mieloma miiltiple, cancer
de pulmdn no microcitico y cancer de prostata. Se ha demostrado que la 5-AzaC inhibe la metilacion del ADN, lo
cual a su vez afecta a la expresion génica. Los efectos secundarios incluyen una reduccion en el recuento de
glébulos blancos y rojos y de plaquetas, nauseas, vomitos, fatiga y diarrea, entre otros efectos.

La gemcitabina es un analogo de nucledsido que presenta actividad antitumoral. La gemcitabina HCI consiste en un
monoclorhidrato de 2'-desoxi-2’,2’-difluorocitidina (isémero B) y se considera eficaz en el tratamiento del cancer
pancreético y el cancer pulmonar. En general, la gemcitabina impide que las células fabriquen ADN y ARN al
interferir con la sintesis de acidos nucleicos. Esta accion detiene el crecimiento de las células cancerosas, haciendo
gue las células mueran. Los efectos secundarios incluyen reduccion del recuento de glébulos blancos y plaquetas,
nauseas, vémitos, fatiga, diarrea, sintomas parecidos a la gripe, y exantemas, entre otros efectos.

Antibidticos de antraciclina

Los antibidticos de antraciclina tales como la daunorubicina y doxorubicina y sus derivados comprenden agentes
antineoplasicos conocidos producidos por el hongo Streptomyces peucetius. La idarubicina (4-
desmetoxidaunorubicina) comprende un derivado sintético de daunorubicina que carece del grupo metoxi en C4 del
anillo de aglicona. Estos compuestos se intercalan con el ADN, afectando a diversas funciones del ADN, incluyendo
la sintesis de ADN y ARN. La interaccion con el ADN generalmente produce roturas de una sola cadena y/o las dos
cadenas e intercambio de cromatidas hermanas. Se ha demostrado que una forma farmacéutica particular de
daunorubicina (clorhidrato de daunorubicina) previene la division celular en dosis que no interfieren con la sintesis de
acidos nucleicos. ElI mecanismo por el cual se realiza la escision del ADN no se entiende completamente, pero se
cree que estd mediado por la accién de la topoisomerasa Il o por la generacion de radicales libres. Ademas, también
se sabe que las antraciclinas interaccionan con las membranas celulares y alteran sus funciones, lo cual puede
intervenir en sus acciones antitumorales y en la cardiotoxicidad.

La daunorubicina (daunomicina, rubidomicina, leukaemomicina C, RP-13057, CERUBIDINE®) se considera util en el
tratamiento de la leucemia linfocitica aguda, leucemia granulocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, la fase
aguda de la leucemia mielocitica cronica y la leucemia no linfocitica aguda. Ademas, se ha demostrado que este
compuesto tiene alguna actividad en tumores solidos y contra linfomas. La daunorubicina es un glicésido formado
por una aglicona tetraciclica — daunomicinona, y un aminoazlcar - daunosamina. La absorcién oral de la
daunorubicina es baja, y la mayoria de las veces se administra por via intravenosa. La semivida de distribucién es
de 45 minutos y necesita 19 horas para su eliminacion. La daunorubicina se elimina mediante la conversion en una
forma menos activa, daunorubicinol. La daunorubicina y sus derivados tienen ciertas toxicidades tales como
depresion de médula 6sea, estomatitis, alopecia, alteraciones gastrointestinales, disritmias cardiacas y edema
pulmonar. El inconveniente reconocido mas ampliamente de estas composiciones es el potencial de cardiomiopatia
en formas agudas o cronicas, que puede convertirse rdpidamente en una situacion que pone en peligro la vida. La
cardiotoxicidad, en particular, se manifiesta como insuficiencia cardiaca congestiva en el 15-40% de los pacientes
sometidos a la terapia. En general, dichos efectos secundarios se deben a la dosificacién utilizada, aumentando la
aparicion de estos efectos secundarios a las dosis superiores. Sin embargo, se ha reconocido que la administracion
concomitante de dexrazoxano (ADR-529) o amifostina (WR-2721 o WP-1065) reducira la lesion cardiaca producida
por estas composiciones. Ademas, hay indicios que sugieren que la lesién cardiaca durante la terapia con
antraciclina puede reducirse mediante la administracion simultanea de quelantes de hierro tales como agentes
guelantes basados en dipiridoxilo y acido aminopolicarboxilico, y sus quelatos metélicos. Véase la Patente de
Estados Unidos N° 6.147.094.

La doxorubicina (adriamicina, rubrex, 12-naftacenodiona, 14-hidroxidaunomicina, NSC-123127) difiere de la
daunorubicina Unicamente porque tiene un grupo hidroxiacetilo en lugar del grupo acetilo de la daunorubicina, en la
posicion 8. La doxorubicina ha resultado eficaz en el tratamiento de leucemias agudas, linfomas malignos y tumores
solidos seleccionados tales como tumores de cancer de mama. Esta composicién se ha utilizado junto con
ciclofosfamida, vincristina y procarbazina en el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin y el linfoma no Hodgkin. Se
han demostrado otras utilidades terapéuticas adicionales para sarcomas, mieloma de células plasmaticas,
carcinoma de tiroides metastasico, carcinoma gastrico, carcinoma broncogénico, carcinoma de células de transicion
y carcinomas del ovario, endometrio, tiroides, testiculos y cuello del Gtero. Las toxicidades de la doxorubicina son
similares a las indicadas anteriormente para la daunorubicina. Se ha demostrado que analogos de doxorubicina,
tales como epirubicina (4’-epidoxorubicina), derivados de morfolino y la antracenodiona mitoxantrona relacionada,
tienen menos toxicidad cardiaca con alta actividad clinica.

Determinacién de relaciones de daunorubicina:citarabina no antagonistas in vitro

Los agentes de antraciclina y analogos de citidina mencionados anteriormente se encapsularan en liposomas en
relaciones sinérgicas o aditivas (es decir, no antagonistas). La determinacion de relaciones de agentes que
presentan efectos de combinacion sinérgicos o aditivos puede realizarse usando diversos algoritmos basados en los
tipos de datos experimentales descritos mas adelante. Estos métodos incluyen métodos de isobologramas (Loewe,
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et al., Arzneim-Forsch (1953) 3:285-290; Steel, et al., Int. J. Radiol. Oncol. Biol. Phys. (1979) 5:27-55), el método de
producto fraccional (Webb, Enzyme and Metabolic Inhibitors (1963) Vol. 1, pag. 1-5. New York: Academic Press), el
método de simulacion de Monte Carlo, CombiTool, ComboStat y el método de efecto mediana de Chou-Talalay
basado en una ecuacién descrita en Chou, J. Theor. Biol. (1976) 39:253-276; y Chou, Mol. Phannacol. (1974)
10:235-247). Las alternativas incluyen la fraccion de supervivencia (Zoli, et al., Int. J. Cancer (1999) 80:413-416), la
respuesta en porcentaje a unidades formadoras de colonias de granulocitos/macréfagos en comparacion con los
controles (Pannacciulli, et al., Anticancer Res. (1999) 19:409-412) y otras (Berenbaum, Pharmacol. Rev. (1989)
41:93-141; Greco, et al., Pharmacol Rev. (1995) 47:331-385).

Se prefiere el método de efecto mediana de Chou-Talalay. El andlisis utiliza una ecuacién en la que la dosis que
produce un efecto particular, fa, se proporciona por:

D = Du[fa/(1-f)]"™

en la que D es la dosis del farmaco usado, f, es la fraccion de células afectadas por esa dosis, Dn, es la dosis para el
efecto mediana que significa la potencia y m es un coeficiente que representa la forma de la curva de dosis-efecto
(m es 1 para reacciones de primer orden).

Esta ecuacién puede manipularse adicionalmente para calcular un indice de combinacion (IC) basandose en la
ecuacion de efecto de multiples farmacos como se describe por Chou y Talalay, Adv. Enzyme Reg. (1984) 22:27-55;
y por Chou, et al., en: Synergism and Antagonism in Chemotherapy, Chou and Rideout, eds., Academic Press: New
York 1991:223-244. Se encuentra un programa informatico (CalcuSyn) para este calculo en Chou y Chou (“Dose-
effect analysis with microcomputers: quantitation of ED50, LD50, synergism, antagonism, low-dose risk, receptor
ligand binding and enzyme kinetics”: CalcuSyn Manual and Software; Cambridge: Biosoft 1987).

La ecuacion del indice de combinacion se basa en la ecuacion de efecto de multiples farmacos de Chou-Talalay
derivada de modelos cinéticos enzimaticos. Una ecuacion determina Unicamente el efecto aditivo en lugar de
sinergia y antagonismo. Sin embargo, de acuerdo con el programa CalcuSyn, la sinergia se define como un efecto
aditivo mayor que el esperado, y el antagonismo como un efecto aditivo menor que el esperado. Chou y Talalay en
1983 propusieron la designacion de IC = 1 como efecto aditivo, de forma que a partir de la ecuacion de efecto de
multiples farmacos de dos farmacos, podemos obtener:

IC = (D)1/(Dy)1 + (D)2/(Dy)2 [Ec. 1]
para farmacos mutuamente excluyentes que tienen modos de accion iguales o similares, y se propone ademas que
IC = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 + ((D)1/(D)2)/(Dx)1(Dx)2 [Ec. 2]

para farmacos mutuamente no excluyentes que tienen modos de accion totalmente independientes. IC< 1, =1y >1
indica sinergia, efecto aditivo y antagonismo respectivamente. La ecuacién 1 o la ecuacion 2 dictan que el farmaco
1, (D)1, y el farmaco 2, (D)2, (en los numeradores) en combinacion inhiben en un x % en el experimento real. De esta
manera, la inhibicién del x % observada experimentalmente puede no ser un nimero redondo, sino que la mayoria
de las veces tiene una fraccion decimal. (Dy)1 ¥ (Dx)2 (en los denominadores) de las ecuaciones 1y 2 son las dosis
de farmaco 1 y farmaco 2 solos, respectivamente, que inhiben en un x %.

Por simplicidad, normalmente se supone exclusividad mutua cuando estan implicados mas de dos farmacos en
combinaciones (CalcuSyn Manual and Software; Cambridge: Biosoft 1987).

Una combinacion de dos farmacos puede usarse adicionalmente como una sola unidad farmacéutica para
determinar interacciones sinérgicas o aditivas con un tercer agente. Ademas, una combinacion de tres agentes
puede usarse como una unidad para determinar interacciones no antagonistas con un cuarto agente, y asi
sucesivamente.

Los datos experimentales subyacentes generalmente se determinan in vitro usando células en cultivo o sistemas sin
células. Preferiblemente, el indice de combinacién (IC) se representa en funcién de la fraccién de células afectadas
(fa) como se muestra en las Figuras 1A y 1B y, como se ha explicado anteriormente, es un parametro sustituto del
intervalo de concentraciones. Son combinaciones preferidas de agentes las que presentan sinergia o aditividad
sobre un intervalo sustancial de valores de f.. Se seleccionan combinaciones de agentes si son no antagonistas
sobre al menos un 5% del intervalo de concentraciones en el que estan afectadas méas del 1% de las células, es
decir, un intervalo de f; mayor de 0,01. Preferiblemente, una porcion mayor de la concentracién total presenta un IC
favorable; por ejemplo un 5% de un intervalo de f, de 0,2-1,0. Mas preferiblemente, el 10% de este intervalo
presenta un IC favorable. Incluso més preferiblemente, se utiliza el 20% del intervalo de f,, preferiblemente mas del
50% y aun mas preferiblemente mas de al menos un 70% del intervalo de f, de 0,2 a 1,0 en las composiciones. Las
combinaciones que presentan sinergia sobre un intervalo sustancial de valores de fo pueden reevaluarse en una
diversidad de relaciones de agentes para definir la relacién éptima para aumentar la fuerza de la interaccion no
antagonista y aumentar el intervalo de f, sobre el cual se observa sinergia.

Aunque seria deseable tener sinergia en el intervalo entero de concentraciones en el cual estan afectadas las
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células, se ha observado que, en muchos casos, los resultados son considerablemente mas fiables en un intervalo
de fa de 0,2-0,8 cuando se usa un método espectrofotométrico tal como el ensayo de MTT detallado en el Ejemplo 1.
De esta manera, aunque se explica que la sinergia presentada por las combinaciones de la invencién existe dentro
del amplio intervalo de 0,01 o mayor, es preferible que la sinergia se establezca en el intervalo de f, de 0,2-0,8. Sin
embargo, pueden usarse otros ensayos mas sensibles para evaluar la sinergia a valores de f, mayores de 0,8, por
ejemplo, ensayos de bioluminiscencia o clonogenicidad.

La relacion de combinacion Optima puede usarse adicionalmente como una sola unidad farmacéutica para
determinar interacciones sinérgicas o aditivas con un tercer agente. Ademas puede usarse una combinacién de tres
agentes como una unidad para determinar las interacciones no antagonistas con un cuarto agente, y asi
sucesivamente.

Como se ha indicado anteriormente, los estudios in vitro en cultivos celulares se realizaran con células “relevantes”.
La eleccion de las células dependera del uso terapéutico deseado del agente. Una linea celular o tipo de cultivo
celular relevante Gnicamente necesita presentar el efecto no antagonista requerido para proporcionar una base para
gue las composiciones entren dentro del alcance de la invencion.

Por ejemplo, en una realizacion preferida de la invencién, la combinacion de agentes esta destinada a una terapia
anticancerosa. En otra realizacion, la combinacion de agentes esta destinada a una terapia de leucemia o linfoma.
Entonces se realizaran elecciones apropiadas de las células a ensayar y la naturaleza del ensayo. En particular, las
lineas de células tumorales son un material adecuado y la medicion de la muerte celular o la estasis celular es un
criterio de valoracidon apropiado. Como se analizara adicionalmente mas adelante, en el contexto de intentar
encontrar combinaciones no antagonistas adecuadas para otras indicaciones, podrian emplearse otras células diana
y criterios distintos de la citotoxicidad o estasis celular.

Para determinaciones que implican agentes antitumorales, las lineas celulares pueden obtenerse a partir de
depdsitos de lineas celulares convencionales (NCI o ATCC, por ejemplo), procedentes de instituciones académicas
u otras organizaciones incluyendo fuentes comerciales. Las lineas celulares preferidas incluirian una o mas
seleccionadas de lineas celulares identificadas por el Programa de Desarrollo Terapéutico del NCI/NIH. La
investigacion de lineas de células tumorales usada por este programa actualmente identifica 60 lineas de células
tumorales diferentes que representan leucemia, melanoma y canceres de pulmoén, colon, cerebro, ovario, mama,
préstata y rifién. El efecto no antagonista requerido sobre un intervalo de concentraciones deseado necesita
mostrarse so6lo en un tipo celular individual; sin embargo, se prefiere que presenten este efecto al menos dos lineas
celulares, mas preferiblemente tres lineas celulares, mas preferiblemente cinco lineas celulares y mas
preferiblemente 10 lineas celulares. Las lineas celulares pueden ser lineas de células tumorales establecidas o
cultivos primarios obtenidos a partir de muestras del paciente. Las lineas celulares pueden proceder de cualquier
especie, pero la fuente preferida sera un mamifero y, en particular, un ser humano. Las lineas celulares pueden
alterarse genéticamente por seleccion en diversas condiciones de laboratorio y/o por la adicion o delecién de
material genético exdgeno. Las lineas celulares pueden transfectarse por cualquier técnica de transferencia génica
incluyendo, pero sin limitacion, métodos de transfeccion basados en plasmidos o en virus. Las modificaciones
pueden incluir la transferencia de ADNc que codifica la expresion de una proteina o péptido especifico, un elemento
regulador tal como una secuencia promotora o potenciadora o ADN o ARN antisentido. Las lineas celulares de
cultivos de tejidos modificadas por ingenieria genética pueden incluir lineas con y sin genes supresores de tumores,
es decir, genes tales como p53, pTEN y pl6; y lineas creadas mediante el uso de métodos dominantes negativos,
métodos de insercidon de genes y otros métodos de seleccién. Las lineas celulares de cultivos de tejidos preferidas
que pueden usarse para cuantificar la viabilidad celular, por ejemplo, para ensayar agentes antitumorales, incluyen,
pero sin limitaciéon P388, L1210, HL-60, MOLT-4, KBM-3, WeHi-3, H460, MCF-7, SF-268, HT29, HCT-116, LS180,
B16-F10, A549, Capan-1, CAOV-3, IGROV1, PC-3, MX-1 y MDA-MB-231.

En un aspecto, el efecto proporcionado (f,) se refiere a muerte celular o estasis celular después de la aplicacion de
un agente citotéxico a un cultivo celular. La muerte o viabilidad celular puede medirse, por ejemplo, usando los
siguientes métodos:

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD REFERENCIA
Ensayo de MTT Mosmann, J. Immunol. Methods (1983) 65(1-2):55-63.
Exclusion de colorante azul tripan Bhuyan, et al., Experimental Cell Research (1976)
97:275-280.

Incorporacion de tritio (*H)-timidina radiactiva o ensayo Senik, et al., Int. J. Cancer (1975) 16(6):946-959.
de intercalacion de ADN

Ensayo de liberaciéon de cromo-51 radiactivo Brunner, et al., Immunology (1968) 14:181-196.
Fuga de enzima glutamato piruvato transaminasa, Mitchell, et al., J. of Tissue Culture Methods (1980) 6
creatina fosfoquinasa y lactato deshidrogenasa (3&4):113-116.
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Captacion de rojo neutro Borenfreund and Puerner, Toxicol. Lett. (1985) 39: 119-
124.

Actividad fosfatasa alcalina Kyle, et al., J. Toxicol. Environ. Health (1983) 12:99-117.

Tincién con yoduro de propidio Nieminen, et al., Toxicol. Appl. Pharmacol. (1992) 115:
147-155.

Retencion de bis-carboxietil-carboxifluoresceina Kolber, et al., J. Immunol. Methods (1988) 108:255-264.

(BCECF)

Potencial de membrana mitocondrial _
Johnson, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77:

990-994

Ensayos clonogénicos Puck, et al., J. of Experimental Medicine (1956) 103:
273-283

Ensayo VIDA/MUERTE de Viabilidad/Citotoxicidad Morris, Biotechniques (1990) 8:296-308.

Ensayos de sulforodamina B (SRB)
Rubinstein, et al., J. Natl. Cancer Instit. (1990) 82: 1113-

1118

Las relaciones no antagonistas de dos o mas agentes pueden determinarse para indicaciones de enfermedad
distintas del cancer y esta informacion puede usarse para preparar formulaciones terapéuticas de dos o mas
farmacos para el tratamiento de estas enfermedades. Con respecto a los ensayos in vitro, pueden seleccionarse
muchos criterios de valoracion medibles a partir de los cuales definir la sinergia de farmacos, siempre que estos
criterios de valoracion sean terapéuticamente relevantes para la enfermedad especifica.

Como se ha indicado anteriormente, los estudios in vitro en cultivos celulares se realizaran con células “relevantes”.
La eleccion de las células dependera del uso terapéutico deseado del agente. Los estudios in vitro en biopsias de
pacientes individuales o tumores enteros pueden realizarse con un “homogeneizado del tumor”, generado por
homogeneizacién de la muestra o0 muestras del tumor en células individuales.

Como se ha indicado anteriormente en el presente documento, el efecto proporcionado (fa) puede referirse a la
muerte celular o estasis celular después de la aplicacion de un agente citotdxico a un cultivo celular “relevante” u
“homogeneizado de tumor” (véase el Ejemplo 1). La muerte o viabilidad celular puede medirse usando varios
métodos conocidos en la técnica.

Preparacién de vehiculos de liberacién basados en lipidos

Los vehiculos lipidicos para uso en esta invencién son liposomas. Los liposomas pueden prepararse como se
describe en Liposomes: Rational Design (A.S. Janoff, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, NY), o por técnicas
adicionales conocidas por los expertos en la materia. Los liposomas adecuados para uso en esta invencion incluyen
vesiculas unilmelares grandes (VUG), vesiculas multilamelares (VML), vesiculas unilamelares pequefias (VUP) y
liposomas de fusion por interdigitalizacion.

Los liposomas para uso en esta invencién se preparan para contener un lipido de fosfatidilcolina, particularmente
diestearilfosfatidilcolina (DSPC). Los liposomas de la invencion también contienen un esterol, particularmente
colesterol. Los liposomas también pueden contener lipidos terapéuticos, incluyendo los ejemplos lipidos de éter,
acido fosfatidico, fosfonatos, ceramida y analogos de ceramida, esfingosina y analogos de esfingosina y lipidos que
contienen serina.

También pueden prepararse liposomas con conjugados de polimero hidréfilo estabilizador de la superficie-lipido,
tales como polietilenglicol-DSPE, para aumentar la longevidad en la circulacion. Los liposomas para uso en la
invencién incorporan el lipido cargado negativamente diestearoil fosfatidilglicerol (DSPG) para aumentar la
longevidad en la circulacién del vehiculo. Los liposomas para uso en la invencion comprenden DSPC, DSPG y
colesterol en una relacion molar de aproximadamente 7:2:1.

En una realizacion, las composiciones de liposomas de acuerdo con esta invencion preferiblemente se usan para
tratar canceres. La liberacion de farmacos encapsulados en un sitio de tumor se consigue mediante la
administracion de liposomas de la invencion. Preferiblemente, los liposomas tienen un didmetro menor de 300 nm.
Mas preferiblemente, los liposomas tienen un didmetro menor de 200 nm. El sistema vascular del tumor
generalmente tiene méas fugas que el sistema vascular normal debido a la presencia de fenestraciones o huecos en
el endotelio. Esto permite que vehiculos de liberacién de 200 nm o menos de diametro penetren en la capa de
células endoteliales discontinua y la membrana basal subyacente que rodea a los vasos que suministran sangre a
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un tumor. La acumulacion selectiva de los vehiculos de liberacion en sitios de tumor después de la extravasacion
conduce a una mayor liberacion de farmacos contra el cancer y eficacia terapéutica.

Pueden utilizarse diversos métodos para encapsular agentes activos en liposomas. La “encapsulacion” incluye la
asociacion covalente o no covalente de un agente con el vehiculo de liberacion basado en lipidos. Por ejemplo, esto
puede realizarse por interaccion del agente con la capa o capas externas del liposoma o la captura de un agente
dentro del liposoma, consiguiéndose el equilibrio entre diferentes partes del liposoma. De esta manera, la
encapsulacion de un agente puede realizarse por asociacién del agente por interaccién con la bicapa de los
liposomas por interaccidn covalente o no covalente con los componentes lipidicos o captura en el interior acuoso del
liposoma, o en equilibrio entre la fase acuosa interna y la bicapa. “Carga” se refiere al hecho de encapsular uno o
mas agentes en un vehiculo de liberacion.

La encapsulacion de la combinacion deseada puede conseguirse mediante encapsulacion en vehiculos de liberacion
separados o dentro del mismo vehiculo de liberacion.

Las técnicas para la encapsulacion dependen de la naturaleza de los vehiculos de liberacion. Por ejemplo, pueden
cargarse agentes terapéuticos en liposomas usando métodos de carga tanto pasivos como activos. Los métodos
pasivos de encapsulacion de agentes activos en liposomas implican la encapsulaciéon del agente durante la
preparacion de los liposomas. Esto incluye un método de captura pasivo descrito por Bangham, et al. (J. Mol. Biol.
(1965) 12:238). Esta técnica da como resultado la formacion de vesiculas multilamelares (VML) que pueden
convertirse en vesiculas unilamelares grandes (VUG) o vesiculas unilmelares pequefias (VUP) tras la extrusion. Otro
método adecuado de encapsulacién pasiva incluye una técnica de inyeccion de éter descrita por Deamer y Bangham
(Biochim. Biophys. Acta (1976) 443:629) y la técnica de Evaporacion en Fase Inversa descrita por Szoka y
Paphadjopoulos (P.N.A.S. (1978) 75:4194). Ademas, otro método adecuado de encapsulacion pasiva implica
equilibrio pasivo después de la formacion de liposomas. Este proceso implica la incubacion de liposomas
preformados en condiciones alteradas o no ambientales (basadas en la temperatura, presion, etc.) y la adicion de un
agente terapéutico (por ejemplo, analogo de citidina o agente de antraciclina) al exterior de los liposomas. El agente
terapéutico después se equilibra en el interior de los liposomas, a través de la membrana liposomal. Los liposomas
después se devuelven a condiciones ambientales y se retira el agente terapéutico no encapsulado, si esta presente,
mediante diélisis u otro método adecuado.

Los métodos activos de encapsulacién incluyen la técnica de carga en gradiente de pH descrita en las Patentes de
Estados Unidos N° 5.616.341, 5.736.155 y 5.785.987 y la carga de metal activa. Un método de carga en gradiente
de pH es el método de carga basado en citrato que utiliza citrato como tampén interno a un pH de 4,0 y un tampon
exterior neutro. Otros métodos empleados para establecer y mantener un gradiente de pH a través de un liposoma
implican el uso de un iénoforo que puede insertarse en la membrana de liposoma y transportar iones a través de las
membranas en un intercambio con protones (véase la Patente de Estados Unidos N° 5.837.282). También puede
usarse una técnica reciente y preferida que utiliza metales de transicion para dirigir la captacion de farmacos en
liposomas mediante formacién de complejos en ausencia de un idnoforo. Esta técnica se basa en la formacién de un
complejo de farmaco-metal en lugar del establecimiento de un gradiente de pH para dirigir la captaciéon de farmaco.

También pueden acoplarse métodos de captacion pasivos y activos para preparar una formulacion de liposomas que
contiene mas de un agente encapsulado.

Administracién de composiciones de la invencién in vivo

Como se ha mencionado anteriormente, las composiciones de vehiculo de administracion de la presente invencion
pueden administrarse a animales de sangre caliente, incluyendo seres humanos, asi como a especies de aves
domésticas. Para el tratamiento de enfermedades humanas, un médico cualificado determinard como deben
utilizarse las composiciones de la presente invencién con respecto a la dosis, programa y via de administracion
usando protocolos establecidos. Dichas aplicaciones también pueden utilizar el aumento de la dosis si los agentes
encapsulados en las composiciones de vehiculos de liberacion de la presente invencidon presentan toxicidad
reducida para tejidos sanos del sujeto.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se administran por via parenteral, es
decir, por via intraarterial, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea o intramuscular. Mas preferiblemente, las
composiciones farmacéuticas se administran por via intravenosa o intraperitoneal por una inyeccion en embolada o
de infusion. Por ejemplo, véase Rahman, et al., patente de Estados Unidos N° 3.993.754; Sears, patente de Estados
Unidos N° 4.145.410; Papahadjopoulos, et al., patente de Estados Unidos N° 4.235.871; Schneider, patente de
Estados Unidos N° 4.224.179; Lenk, et al., patente de Estados Unidos N° 4.522.803; y Fountain, et al., patente de
Estados Unidos N° 4.588.578.

En otros métodos, las preparaciones farmacéuticas o cosméticas de la presente invencidon pueden ponerse en
contacto con el tejido diana por aplicacion directa de la preparacion en el tejido. La aplicacion puede realizarse por
procedimientos tépicos “abiertos” o “cerrados”. Por “tdpico” se entiende la aplicacién directa de la preparacién multi-
farmaco en un tejido expuesto al entorno, tal como la piel, orofaringe, canal auditivo externo y similares. Los
procedimientos “abiertos” son los procedimientos que incluyen la incision de la piel de un paciente y la visualizacion
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directa del tejido subyacente en el que se aplican las preparaciones farmacéuticas. Esto se realiza, en general, por
un procedimiento quirdrgico tal como una toracotomia para acceder a los pulmones, laparotomia abdominal para
acceder a las visceras abdominales, u otra estrategia quirdrgica directa para acceder al tejido diana. Los
procedimientos “cerrados” son procedimientos invasivos en los que los tejidos diana internos no se visualizan
directamente, sino que se accede a ellos mediante la insercion de instrumentos a través de pequefias heridas en la
piel. Por ejemplo, las preparaciones pueden administrarse en el peritoneo por un lavado con aguja. Como
alternativa, las preparaciones pueden administrarse a través de dispositivos endoscopicos.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden vehiculos de liberacién de la invencion se preparan de acuerdo
con técnicas convencionales y pueden comprender agua, agua tamponada, solucidn salina al 0,9%, glicina al 0,3%,
dextrosa al 5%, soluciones de sacarosa iso-osmaticas y similares, incluyendo glicoproteinas para conseguir una
mayor estabilidad, tales como albimina, lipoproteina, globulina y similares. Estas composiciones pueden
esterilizarse por técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas. Las soluciones acuosas resultantes
pueden envasarse para uso o filtrarse en condiciones asépticas y liofilizarse, combinandose la preparacion liofilizada
con una solucidon acuosa estéril antes de la administracion. Las composiciones pueden contener sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables necesarias para aproximarse a las condiciones fisiologicas, tales como
agentes de ajuste del pH y tamponantes, agentes de ajuste de la tonicidad y similares, por ejemplo, acetato sédico,
lactato sodico, cloruro sédico, cloruro potasico, cloruro calcico y similares. Ademas, la suspension de vehiculo de
liberacion puede incluir agentes protectores de lipidos que protegen a los lipidos frente a las lesiones por radicales
libres y peroxidativas de lipidos durante el almacenamiento. Son adecuados inactivadores de radicales libres lip6filos
tales como alfa-tocoferol y quelantes especificos de hierro solubles en agua tales como ferrioxamina.

La concentracién de vehiculos de liberacién en las formulaciones farmacéuticas puede variar ampliamente, tal como
de menos de aproximadamente un 0,05%, normalmente desde un 2-5%, o al menos aproximadamente dicho valor,
hasta un 10-30% en peso, y se seleccionara principalmente por volimenes de fluido, viscosidades y similares, de
acuerdo con el modo particular de administracion seleccionado. Por ejemplo, la concentracién puede aumentarse
para reducir la carga de fluido asociada con el tratamiento. Como alternativa, los vehiculos de liberacién compuestos
de lipidos irritantes pueden diluirse a bajas concentraciones para reducir la inflamacién en el sitio de administracion.
Para el diagnéstico, la cantidad de vehiculos de liberacién administrados dependera del marcador particular usado,
la patologia que se esté diagnosticando y el criterio del médico.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se administran por via intravenosa. La
dosificacion para las formulaciones del vehiculo de liberacion dependera de la relacion entre farmaco vy lipido y la
opinion del médico a cargo de la administracion basada en la edad, peso y estado del paciente.

Ademas de composiciones farmacéuticas, pueden prepararse formulaciones adecuadas para uso veterinario y
administrarse de una manera adecuada para el sujeto. Los sujetos veterinarios preferidos incluyen especies de
mamifero, por ejemplo, primates no humanos, perros, gatos, vacas, caballos, ovejas y aves domesticadas. Los
sujetos también pueden incluir animales de laboratorio, por ejemplo, en particular, ratas, conejos, ratones y cobayas.

Kits

Los agentes terapéuticos de las composiciones de la invencién pueden formularse por separado en composiciones
individuales en las que cada agente terapéutico estd asociado de forma estable con vehiculos de liberacion
apropiados. Estas composiciones pueden administrarse por separado a sujetos siempre que la farmacocinética de
los vehiculos de liberacion esté coordinada de forma que se mantenga la relacion de agentes terapéuticos
administrados en la diana para el tratamiento. De esta manera, es Util construir kits que incluyen, en recipientes
separados, una primera composicién que comprende vehiculos de liberacién asociados de forma estable con al
menos un primer agente terapéutico y, en un segundo recipiente, una segunda composicién que comprende
vehiculos de liberacion asociados de forma estable con al menos un segundo agente terapéutico. Los recipientes
después pueden envasarse en el kit.

El kit también incluira instrucciones en cuanto al modo de administracion de las composiciones en un sujeto, que
incluyen al menos una descripcion de la relacion de cantidades de cada composicion a administrar. Como
alternativa, o ademas, el kit se construye de forma que las cantidades de composiciones en cada recipiente estén
premedidas de forma que el contenido de un recipiente en combinacién con el contenido del otro represente la
relacion correcta. Como alternativa, 0 ademas, los recipientes pueden marcarse con una escala de medicidon que
permita la dispensacion de cantidades apropiadas de acuerdo con la escala visible. En la administracién pueden
usarse los propios recipientes; por ejemplo, el kit podria contener las cantidades apropiadas de cada composicién en
jeringas separadas. Las formulaciones que comprenden la relacion correcta pre-formulada de agentes terapéuticos
también pueden envasarse de esta forma de manera que la formulacion se administre directamente desde una
jeringa pre-envasada en el kit.

La presente invencidon se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan
Unicamente para ilustrar la invencién mediante referencia a realizaciones especificas. Estos ejemplos, aunque
ilustran ciertos aspectos especificos de la invencion, no representan las limitaciones o circunscriben el alcance de la
invencion desvelada.
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Ejemplos
Ejemplo 1

La sinergia de daunorubicina:citarabina in vitro es dependiente de la relacién de farmacos

Muchas combinaciones de dos o mas farmacos tienen la capacidad de presentar efectos sinérgicos. De forma
similar, combinaciones de dos o mas farmacos iguales también pueden mostrar interacciones aditivas o
antagonistas. Para identificar relaciones de daunorubicina y citarabina (también conocida como Ara-C) que sean
sinérgicas, se ensayaron diversas combinaciones de daunorubicina y citarabina con respecto a sus efectos
citotoxicos in vitro. Mas especificamente, se identificaron relaciones de farmacos que demuestran sinergia en un
amplio intervalo de concentraciones de farmaco.

La medicion de los efectos aditivos, sinérgicos o antagonistas se realiz6 usando relaciones molares de
daunorubicina:citarabina (DN:Ara-C) de 10:1, 5:1, 1:1, 1:5 y 1:10 en células de leucemia linfocitica murina P388 y
L1210. Se utiliz6 el protocolo de ensayo de citotoxicidad de MTT colorimétrico basado en tetrazolio convencional
(Mosmann, et al., J. Immunol Methods (1983) 65(1-2):55-63) para determinar la lectura de la fraccion de células
afectadas. En resumen, las células viables reducen la sal de tetrazolio, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) para dar formazan azul que puede leerse espectrofotométricamente. Se someten células,
tales como células de leucemia linfocitica murina P388 o L1210, a pases en ratones BDF-1 y se retiran, cuando sea
necesario, y se transfieren a matraces de 75 cm? en medio de cultivo celular nuevo y se afiaden a placas de cultivo
celular de 96 pocillos a una concentracién de 10.000 o 6.000 células P388 o L1210 por pocillo, respectivamente, en
100 ul por pocillo. Después, las células se dejan incubar durante 24 horas a 37 °C, con un 5% de CO2 y >75% de
humedad para promover la adhesion celular. Al dia siguiente, se preparan diluciones de farmaco en serie en placas
de cultivo de células de 12 pocillos. Los agentes, previamente preparados en diversas soluciones, se diluyen en
medio de cultivo celular nuevo. Los agentes se administran a los pocillos apropiados para agentes individuales (20
ul) y a combinaciones especificas de agentes dobles de relacion fija (incrementos de 20 pl). Los volimenes totales
de los pocillos se llevan a 200 ul con medio nuevo. La exposicién al farmaco se realiza durante 72 horas.

Después de la exposicion al farmaco, se afade reactivo MTT (1 mg/ml de solucion salina tamponada con fosfato) a
cada pocillo a un volumen de 50 pl por pocillo y se incuba durante 4 horas. Después se aspiran los contenidos de los
pocillos y se afiaden 150 pl de dimetilsulf6xido (DMSO) a cada pocillo para romper las células y solubilizar el
precipitado de formazan dentro de las células. Las placas de 96 pocillos se agitan en un agitador de placas durante
un minimo de 2 minutos, y se leen en un espectrofotémetro de microplacas ajustado a una longitud de onda de 570
nm. Se registran las lecturas de densidad éptica (DO) y los valores de DO de los pocillos blancos que contienen
medio solo se restan de todos los pocillos que contienen células. La supervivencia celular después de la exposicion
a los agentes se obtiene como un porcentaje de las células de los pocillos de control no expuestas a farmaco. Todos
los pocillos se realizan por triplicado y se calculan los valores medios.

Después se determiné un indice de combinacion para cada dosis de daunorubina:citarabina usando Calcusyn que
se basa en la teoria de andlisis de dosis-efecto de Chou y Talalay, en la que se ha usado una “ecuacion de efecto
mediana” para calcular varias ecuaciones bioquimicas que se usan ampliamente en la técnica. Ciertas derivaciones
de esta ecuacion han dado lugar a ecuaciones de orden superior tales como las usadas para calcular el indice de
Combinacién (IC). Como se ha mencionado anteriormente, el IC puede usarse para determinar si combinaciones de
mas de un farmaco y diversas relaciones de cada combinacion son antagonistas (IC > 1,1), aditivas (0,9<IC2>1,1) o
sinérgicas (IC < 0,9). Los graficos de IC tipicamente se ilustran de manera que IC representa el eje y frente a la
proporcion de células afectadas, o fraccion afectada (fa), en el eje x. Los datos de las Figuras 1A y 1B,
representados como IC frente a la fraccion de células de leucemia linfocitica murina P388 o L1210 afectadas (fa),
respectivamente, ilustra que ciertas combinaciones de daunorubicina y citarabina particulares son antagonistas
mientras que otras son sinérgicas o aditivas. A relaciones de daunorubicina:citarabina (DN:Ara-C) de 1:10, 1.5y 1:1,
se observa sinergia en células P388 a valores de fa de 0,75 y superiores (Figura 1A). Esto demuestra que una
relacion de 1:1, 1:10 y 1:5 es sinérgica a concentraciones suficientes para provocar una destruccion significativa de
células tumorales. Las relaciones de 1:5 y 1:10 de daunorubicina:citarabina también son no antagonistas en células
L1210 en intervalo adecuado de valores de fa (Figura 1B). Por el contrario, las relaciones de 5:1 y 10:1 de
daunorubicina:citarabina son antagonistas en células P388 y L1210 en un amplio intervalo de valores de fa. La
dependencia de IC de la relacion de daunorubicina:citarabina también se presenta en las Figuras 1C y 1D, en las
que se comparan los valores de IC a concentraciones de farmaco suficientes para producir una inhibicion del
crecimiento de células tumorales del 75% (DE75) y 90% (DE90) a las diferentes relaciones molares de
daunorubicina:citarabina en células P388 y L1210. Basandose en estos resultados, se seleccioné una relaciéon molar
de daunorubicina:citarabina de 1:5 para la formulacién en vehiculos de liposomas de relaciones de farmacos fijas.

Ejemplo 2

La daunorubicina vy la citarabina pueden cargarse de forma dual en liposomas

Pudieron generarse liposomas que contenian tanto daunorubicina como citarabina usando liposomas de
DSPC/DSPG/Colesterol (relacion molar 7:2:1) que contenian citarabina captada pasivamente que se cargaron de
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forma activa con daunorubicina. En resumen, se prepararon espumas de lipidos disolviendo lipidos
(DSPC:DSPG:CHOL (relaciéon molar 7:2:1)) mezclados a una concentracion de 100 mg/lipido/ml de concentracion
final en una mezcla de cloroformo:metanol:H,0 (95:4:1 vol/vol). El disolvente después se retir6 por evaporacién al
vacio y las espumas de lipido resultantes se hidrataron con una solucién que con3|st|a en Cu(gluconato), 100 mM,
trietanolamina (TEA) 220 mM, pH 7,4 y citarabina a 50 mg/ml (203 mM) (que contenia *H-citarabina como indicador)
a 70 °C. Las VML resultantes se extruyeron 10 veces a 70 °C para generar vesiculas unilamelares grandes. El
diametro medio de los liposomas resultantes se determiné por andlisis QELS (dispersion cuasi-elastica de luz) y fue
de aproximadamente 100 nm +/- 20 nm. Posteriormente, los liposomas se sometieron a intercambio de tampon en
sacarosa 300 mM, HEPES 20 mM, EDTA 1 mM (SHE), pH 7,4, usando didlisis de flujo tangencial, retirando de esta
manera cualquier citarabina y Cu(gluconato),/TEA no encapsulado. Las relaciones molares entre citarabina y lipidos
se determinaron usando recuento de centelleo de liquidos para determinar la concentracion de lipidos (14C DPPC) y
la concentracion de citarabina ( H-Citarabina).

Se afiadié daunorubicina a estos liposomas a una relacion molar diana final de daunorubicina:citarabina de 1:5. La
carga de daunorubicina en los liposomas se facilité incubando las muestras a 50 °C durante 30 minutos. Después de
la carga, la muestra se enfrié a temperatura ambiente. La eficacia de encapsulacion de farmacos se evalué después
de la elucidn de los liposomas a través de una columna de centrifugacion de sephadex G-50.

La eficacia de carga de daunorubicina se determind usando absorbancia a 480 nm frente a una curva patron. Se
determiné la relaciéon entre farmaco y lipidos en cada punto de tiempo usando absorbancia a 480 nm para la
medicion de daunorubicina y recuento de centelleo de liquidos para determinar las concentraciones de lipidos. La
Tabla 1 muestra la relacion media de daunorubicina/lipidos y la relacion de citarabina/lipidos después de la
encapsulacion del farmaco y la retirada del farmaco libre. Por la Tabla 1 es evidente que la daunorubicina, afiadida a
una relacion inicial entre daunorubicina y lipidos de 0,042:1, puede cargarse eficazmente en liposomas de
DSPC/DSPG/Chol (relacion molar 7:2:1), que contienen citarabina atrapada pasivamente a una relacién entre
farmaco y lipidos de 0,234.

Tabla 1: Daunorubicina:citarabina co-cargadas en liposomas de DSPC:DSPG:CHOL (7:2:1 mol:mol)

Daunorubicina; relacion molar de lipidos  Citarabina; relacién molar de lipidos Relacién daunorubicina:citarabina

0,0418+/-0,0041 0,234+/-0,0239 0,178+/-0,013

- Los datos representan la medida +/- desviacion tipica, n = 10

Ejemplo 3

Relaciones de mantenimiento de farmacos in vivo

Para determinar si la daunorubicina y la citarabina podrian mantenerse en la relacion de farmaco:farmaco 1:5 en el
intervalo sinérgico in vivo, se administraron liposomas de DSPC/DSPG/Chol (7:2:1 mol:mol), que contenian
daunorubicina y citarabina encapsuladas por via intravenosa a ratones y se supervisé a lo largo del tiempo la
relacion de farmaco/farmaco en plasma.

En resumen, se prepararon espumas de lipidos disolviendo una mezcla de lipidos (DSPC:DSPG:CHOL (relacion
molar 7:2:1)) a una concentracion de 100 mg de lipido/ml de concentracién final en una mezcla de cloroformo
2:metanol:H,O (95:4:1 vol/vol). Después se retird el disolvente por evaporacién al vacio y las espumas de lipidos
resultantes se hidrataron con una solucion que consistia en Cu(gluconato), 100 mM, trletanolamlna (TEA) 220 mM,
pH 7,4 y 50 mg/ml (203 mM) de citarabina (que contenia cantidades muy pequefias de 3h- -citarabina) a 70 °C. Las
VML resultantes se extruyeron a 70 °C para generar vesiculas unilamelares grandes. El diametro medio de los
liposomas resultantes se determiné por analisis QELS (dispersion cuasi-elastica de luz) y fue de aproximadamente
100 nm +/- 20 nm. Posteriormente, los liposomas se sometieron a intercambio de tampén en sacarosa a 300 mM,
fosfato sédico 20 mM, EDTA 10 mM, pH 7,4 y después en sacarosa a 300 mM, fosfato sédico 20 mM, pH 7,4,
usando dialisis de flujo tangencial, retirando de esta manera cualquier citarabina y Cu(gluconato),/TEA no
encapsulado.

A estos liposomas se les afiadié daunorubicina de tal forma que la relacién molar final entre daunorubicina y
citarabina fuera de aproximadamente 1:5. La carga de daunorubicina en los liposomas se facilitd incubando las
muestras a 50 °C durante 30 minutos. Después de la carga, la muestra se enfrié a temperatura ambiente. La eficacia
de encapsulacién de farmaco se evalué después de la elucidon de los liposomas a través de una columna de
centrifugacion de Sephadex G-50. Las relaciones entre citarabina y I|p|dos se determinaron usando recuento de
centelleo de liquidos para determinar las concentraciones de lipidos ( ‘c- DPPC) y las concentraciones de citarabina
( H-citarabina). La eficacia de carga de daunorubicina se midié usando absorbancia a 480 nm frente a una curva
patrén. La relacién entre farmacos y lipidos se determind usando absorbancia a 480 nm para la medicién de la
daunorubicina y recuento de centelleo de liquidos para determinar las concentraciones de lipidos y citarabina.
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La preparacion después se inyectd por via intravenosa a través de la vena de la cola en ratones BDF-1. Las dosis de
las formulaciones liposomales fueron 5 mg/kg de daunorubicina y 12,5 mg/kg de citarabina. En los puntos de tiempo
indicados después de la administracion intravenosa, se recogié sangre por puncién cardiaca (3 ratones por punto de
tiempo) y se puso en micro-recipientes revestidos de EDTA. Las muestras se centrifugaron para separar el plasma y
el plasma se transfiri6 a otro tubo. Los niveles en plasma de daunorubicina y citarabina se cuantificaron con
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La Figura 2A muestra las curvas de eliminaciéon en plasma para daunorubicina y citarabina a diversos puntos de
tiempo después de la administracion intravenosa a ratones BDF-1 cuando se suministraron en los liposomas
descritos anteriormente. Una hora después de la inyeccion i.v., la concentracién de daunorubicina en plasma fue de
167 nmol/ml y se observé una concentracion de 872 nmol de citarabina/ml de plasma. Cuatro horas después de la
inyeccion, la concentracion de daunorubicina fue de 143 nm/ml y la concentracion de citarabina fue de 781 nmol/ml.

La Figura 2B muestra que los niveles en plasma de daunorubicina y citarabina se mantuvieron eficazmente en un
intervalo sinérgico durante un periodo prolongado después de la administracion intravenosa a ratones BDF-1 cuando
los farmacos se suministraron simultaneamente en los liposomas descritos anteriormente. Los puntos de datos
representan las relaciones molares de daunorubicina:citarabina determinadas en plasma (+/- desviacion tipica) a los
puntos de tiempo especificados. Por lo tanto, los vehiculos de liberacién disefiados de forma apropiada tales como
liposomas pueden liberar la relacion deseada de daunorubicina y citarabina in vivo.

Ejemplo 4

La daunorubicina y la citarabina co-formuladas en liposomas a una relacién sinérgica demuestran _una_eficacia
antitumoral superior

Para maximizar la actividad terapéutica de combinaciones de farmacos y capturar los efectos sinérgicos
beneficiosos observados in vitro, la combinaciéon de farmacos necesita liberarse en el sitio del tumor a la relacién
farmaco:farmaco oOptima. Se creé una formulacion de liposomas individual que contenia los dos farmacos a
relaciones fijas consideradas sinérgicas en cultivos de tejidos, que permitia la liberacion de los farmacos coordinada
in vivo como se ilustra en el ejemplo 3. La actividad antitumoral de esta formulacién después se evalu6 en modelos
de leucemia linfocitica murina P388 y L1210.

Se prepararon liposomas de DSPC/DPSG/Chol (relacion molar 7:2:1) co-encapsulados con daunorubicina y
citarabina a una relacién molar sinérgica de aproximadamente 1:5 como se describe en el Ejemplo 3.

Para realizar estudios de tumores en ratones, en los animales se inocularon ip 1x10° células tumorales P388 o
L1210 que después se dejaron crecer durante 24 horas antes de iniciar el tratamiento. Los ratones se organizaron
en grupos de tratamiento apropiados que consistian en grupos de control y de tratamiento que incluian solucion
salina, Daunorubicina liposomal, Citarabina liposomal, coctel de farmacos libre y daunorubicina:citarabina co-
cargadas en liposomas de DSPC:DSPG:Chol (7:2:1, mol:mol) que daban como resultado una relacion molar de
daunorubicina:citarabina final de aproximadamente 1:5. En los ratones se inyectd por via intravenosa el volumen
requerido de muestra para administrar la dosis prescrita a los animales basandose en los pesos individuales de los
ratones los dias 1, 4 y 7 después de las inoculaciones de las células tumorales. Los animales se pesaron y se
supervisaron para comprobar la supervivencia y las observaciones en vida se recogen en el momento de medir el
peso. La Figura 3 ilustra los resultados de estos experimentos.

Como indica la Figura 3A, se observo una actividad antitumoral significativamente mayor para la formulaciéon de
liposomas que contenia daunorubicina:citarabina co-cargadas a una relacion molar de aproximadamente 1:5 en
comparacion con cada agente individual formulado individualmente en liposomas, asi como el cdctel de farmacos
libres administrado a su dosis maxima tolerada (DMT). El grupo de control de tampdn tuvo un tiempo medio de
supervivencia de 8 dias. Los animales tratados con daunorubicina liposomal a una dosis de 5 mg/kg presentaron un
tiempo medio de supervivencia de 16 dias correspondiente a un aumento en el tiempo de supervivencia del 100%.
Los ratones tratados con citarabina liposomal a 12,5 mg/kg presentaron un tiempo medio de supervivencia de 22
dias correspondiente a un aumento en el tiempo de supervivencia del 175% y los ratones tratados con
daunorubicina y citarabina co-cargadas a una relacion molar de farmaco de aproximadamente 1:5 dentro de
liposomas de DSPC:DSPG:Chol (7:2:1, mol:mol) presentaron un tiempo medio de supervivencia >60 dias y un
aumento en la duracién de la vida >650% con 9/10 supervivientes a largo plazo. En comparacion, los ratones
tratados con la daunorubicina:citarabina como un cdctel de farmacos libre a su DMT (basada en la dosis maxima de
los dos farmacos libres) no respondieron tan bien a la terapia antitumoral, como se refleja por el tiempo medio de
supervivencia de 27 dias y el aumento correspondiente de la duracién de la vida del 237%.

De forma similar, como se observa en la Figura 3B, se consiguid una actividad antitumoral superior para la
formulacion de liposomas con daunorubicina y citarabina co-cargadas a una relacion molar de aproximadamente 1:5
en comparacion con el céctel de farmacos libres correspondiente o cada farmaco cargado en un liposoma
individualmente. El grupo de control de tampo6n tuvo un tiempo medio de supervivencia de 7 dias. Los ratones
tratados con daunorubicina encapsulada en liposomas o citarabina encapsulada en liposomas tuvieron un tiempo
medio de supervivencia de 20 y 43,5 dias, respectivamente. En comparacion, los animales tratados con
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daunorubicina y citarabina co-cargadas a una relacion molar de aproximadamente 1:5 en liposomas de
DSPC/DSPG/Choal (relacion molar 7:2:1) presentaron un tiempo medio de supervivencia mayor de 60 dias.

Estos resultados demuestran que fijando las relaciones sinérgicas de daunorubicina:citarabina al encapsularlas
dentro de liposomas disefiados de manera apropiada, se puede mejorar espectacularmente la actividad antitumoral.

Los ejemplos anteriores se incluyen sélo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencion. Son
posibles muchas variaciones de lo descrito anteriormente. Como para los expertos en la materia seran evidentes
modificaciones y variaciones de los ejemplos descritos anteriormente, se pretende que esta invencion se limite
Unicamente por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Las citas de las publicaciones o documentos anteriores no deben considerarse una admision de que nada de lo

anterior sea técnica anterior pertinente, ni constituye ninguna admisién en cuanto al contenido o fecha de estas
publicaciones o documentos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion adecuada para administracién parental en un sujeto, comprendiendo dicha composicion
daunorubicina y citarabina encapsuladas en liposomas, en una relacion molar de daunorubicina:citarabina de
aproximadamente 1:5, y

en la que los liposomas comprenden diestearoil fosfatidilcolina (DSPC), diestearoilfosfatidil-glicerol (DSPG) y
colesterol en una relacion molar de aproximadamente 7:2:1.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que daunorubicina y citarabina estan co-encapsuladas.
3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2 para uso en un método para tratar leucemia en un sujeto.

4. La composicion de la reivindicacion 3, en la que el sujeto es un ser humano.
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FIGURA 1A
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FIGURA 1C
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FIGURA 2A
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FIGURA 3A

P388

10

T T L L]

20 30 40 50 60
Dias transcurridos desde la inoculacién de células

—@— Control con solucién salina

—&— Lipo daunorubicina (5 mg/kg)

—O Lipo citarabina (12,5 mg/kg)

—&— Daun:citara co-cargadas (5:12,5 mg/kg)
—w— Coctel de daun:citara libres (9:600 mg/kg)

20



ES 2 388 064 T3

FIGURA 3B
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