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DESCRIPCION
Uso de liposomas catiénicos que comprenden paclitaxel

La presente invencién se refiere al uso de preparaciones farmacéuticas que comprenden paclitaxel para la
administraciéon a un paciente humano que lo necesita.

Se conocen bien en la técnica el uso de farmacos antimitoticos, tales como taxanos, como agentes terapéuticos para
pacientes humanos que sufren enfermedades que se asocian con una mitosis aumentada.

El paclitaxel tiene un mecanismo uUnico de accion y un amplio espectro de actividad antiproliferativa debido a que el
paclitaxel se une a los microtubulos y promueve la polimerizacion de la tubulina y estabiliza los microtdbulos
ensamblados. Como resultado, el paclitaxel bloquea el ciclo celular en profase dando como resultado una
acumulacion de células en la fase G2/M.

Desafortunadamente, el paclitaxel tiene muy baja solubilidad en agua, que hace dificil proporcionar una forma
farmacéutica adecuada. Actualmente, el paclitaxel se formula y administra en un vehiculo que contiene Cremophor
EL (un aceite de ricino polietoxilado) y etanol en una proporcién 50:50 (vol/vol). Esta solucién se diluye 1:10 en
solucion salina antes de administrarse a seres humanos. Sin embargo, diversas reacciones secundarias graves,
tales como reacciones de hipersensibilidad e hipertensivas, nefrotoxicidad y neurotoxicidad, por ejemplo, se han
informado en pacientes debido a la formulacién de Cremophor EL.

Adicionalmente, a pesar de que el paclitaxel (entre otros farmacos antitumorales) es un farmaco antitumoral
convencional potente, solidamente establecido ({Rowinsky, 1995 n° 1}, {Awada, 2002 n° 2}, {Seidman, 2003 n° 3},
{Romanini, 2003 n° 4}), se observan frecuentemente tumores no respondedores a los farmacos y metastasis en
pacientes con cancer ({Blom, 1996 n° 5}, {Modi, 2002 n° 6}, {Ozols, 2003 n° 7}). Las células tumorales
genéticamente inestables, que se dividen rapidamente adquieren la capacidad de superar el efecto inhibitorio del
crecimiento de un farmaco anti-cancerigeno seleccionado ({Vogelstein, 1988 n° 8}, {Kerbel, 1991 n° 9}). Esta
capacidad normalmente no se limita a un Unico farmaco (primera linea) sino que se extiende a otros farmacos que
se usan tras el desarrollo de la primera resistencia. Por lo tanto, este fendomeno se denomina multirresistencia a
farmacos (MRF). Como el numero de farmacos antineoplasicos disponibles y aprobados es muy limitado para
muchos tipos de cancer, muchos pacientes sucumben debido a que sus tejidos cancerigenos expresan MRF. El
problema obvio, por lo tanto, es encontrar métodos y medios para poner fin a los tumores resistentes a farmacos,
especialmente células resistentes a farmacos, que ya son resistentes frente al respectivo farmaco.

Se han adoptado varios enfoques para hacer frente a los problemas mencionados anteriormente. La estrategia
convencional es aumentar las dosis hasta la dosis maxima tolerada (DMT) e intentar erradicar todas las células
tumorales tan rapida y completamente como sea posible ({Schiinemann, 1999 n° 10}, {Heidemann, 1997 n°® 11}). Es
obvio que esta estrategia provoca efectos secundarios graves y no puede prolongarse a periodos mas largos. Por lo
tanto, esta pauta de tratamiento consiste en ciclos de un periodo de tratamiento corto (normalmente 1 dia — 1
semana) a la DMT y un intervalo libre de tratamiento de varias semanas (normalmente 3-4 semanas), para permitir
al paciente recuperarse de los obligatorios efectos secundarios ({Schinemann, 1999 n° 10}, {Heidemann, 1997
n°® 11}, {Romanini, 2003 n° 4}). En muchos casos, el crecimiento tumoral también puede reanudarse durante estos
periodos libres de farmaco. Lo mas importante, este enfoque falla en muchos pacientes donde las células tumorales
desarrollan un alto nivel de resistencia que les permite adaptarse con las concentraciones del farmaco a la DMT. Los
pacientes se vuelven refractarios a la terapia.

La soluciéon mas comun es comenzar el tratamiento con un segundo farmaco ({Blom, 1996 n° 5}, {Awada, 2002 n° 2},
{Seidman, 2003 n° 3}, {Heinemann, 2003 n° 12}, {Thigpen, 2003 n° 13}). En el mejor de los casos, la segunda linea
de tratamiento es exitosa y el paciente se cura. Sin embargo una experiencia comun es que los tumores solo
responden durante un cierto tiempo conduciendo a una regresiéon temporal del tumor. Después de esto, los tumores
también se vuelven resistentes al segundo farmaco. Seguir con esta estrategia conduce al desarrollo de tumores
multirresistentes a los farmacos que finalmente son refractarios a todos los farmacos anti-cancerigenos disponibles
({Blom, 1996 n° 5}, {Seidman, 2003 n° 3}, {Thigpen, 2003 n° 13}).

Otra posibilidad es tratar a los pacientes inmediatamente con una combinacién de 2 o mas farmacos ({Heinemann,
2003 n°® 12}, {Kuenen, 2002 n°® 14}, {Sledge, 2003 n° 15}, {Ozols, 2003 n° 7}, {Reck, 2003 n° 17}, {Romanini, 2003
n° 4}). Esta estrategia puede ser mas exitosa ya que disminuye la probabilidad para el desarrollo de una resistencia
doble a los farmacos. Sin embargo, esta estrategia necesita estudiar intensivamente tiempo y coste de las
combinaciones de farmacos adecuadas. Una segunda desventaja es que los efectos secundarios también pueden
aumentar ({Kuenen, 2002 n° 14}, {Ozols, 2003 n° 7}). La ventana terapéutica se hace pequefia de manera
concomitante y los efectos toxicos pueden superponer el beneficio terapéutico concebido. También en este caso,
puede desarrollarse multirresistencia a los farmacos y la terapia volverse ineficaz ({Zimpfer-Rechner, 2003 n° 18},
{Sledge, 2003 n° 15}, {Sledge, 2003 n® 16}, {Ozols, 2003 n° 7}).
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La consecuencia de las experiencias negativas con dichas estrategias de tratamiento tradicionales es desarrollar
cada vez mas farmacos nuevos para ampliar las opciones de tratamiento descritas anteriormente. Obviamente, es
una prueba muy intensiva en tiempo y coste para farmacos mas potentes que finalmente conducira en muchos
casos a tumores refractarios a la terapia. En los Ultimos afios, este reconocimiento ha conducido a un nuevo enfoque
para evitar la resistencia tumoral. Se basa en la asuncién de que la MRF esta provocada por la sobreexpresion de
enzimas que permiten a las células expulsar los farmacos quimioterapéuticos. EI miembro mas famoso de esta
categoria de enzimas se llama glicoproteina-p (p-gp). Se localiza en la membrana citoplasmatica y exporta de
manera dirigida por ATP ({Nobmann, 2001 n° 19}, {Thomas, 2003 n° 20}) compuestos como paclitaxel o
doxorrubicina ({Harker, 1985 n° 21}, {Fellner, 2002 n° 22}, {Kiesewetter, 2003 n° 23}). Este concepto conduce al
desarrollo de inhibidores de p-gp que estan destinados a revertir la resistencia a los farmacos mediada por p-gp. Por
lo tanto el término quimiosensibilizadores se ha acufiado para esta clase de moléculas. Uno de los primeros
ejemplos ensayados ha sido el verapamilo. Estudios clinicos, sin embargo, han revelado resultados insatisfactorios,
posiblemente debido a la baja actividad especifica ({Thomas, 2003 n°® 20}, {Kohler, 2003 n° 24}). La investigacion
adicional conduce a una segunda generacion de compuestos que de nuevo se ha encontrado que no son aplicables
clinicamente ({Leonard, 2002 n°® 25}, {Thomas, 2003 n°® 20}). Hoy unas pocas sustancias de la tercera generacion,
una conocida como tariquidar, estan en ensayos clinicos ({Agrawal, 2003 n° 26}, {Callies, 2003 n° 27}). La utilidad y
la amplia aplicabilidad de estos compuestos, sin embargo, es aun poco clara ({Leonard, 2002 n° 25}, {Thomas, 2003
n°® 20}). A pesar de haber mejorado mucho en comparacion con los quimiosensibilizadores de primera generacion,
los compuestos de tercera generacion también provocan efectos secundarios y pueden tener consecuencias
imprevistas por todo el cuerpo. Se necesitan ensayos clinicos amplios y hasta ahora es incierto si tales enfoques
pueden convertirse en una practica general en el futuro ({Leonard, 2002 n°® 25}, {Thomas, 2003 n° 20}).

Se han usado diferentes sistemas de liberacion para mejorar el efecto del paclitaxel y/o reducir la toxicidad. Los
liposomas son uno de los muchos vehiculos que se han desarrollado para aumentar la solubilidad acuosa y por lo
tanto la eficacia, combinado con menos toxicidad.

La Patente de Estados Unidos n.° 5.648.090, la Patente de Estados Unidos n.° 5.424.073 y la Patente de Estados
Unidos n.° 6.146.659 (Rahman et al.) proporcionan un encapsulado liposomal de paclitaxel para un método para el
tratamiento de cancer en mamiferos. Estas patentes divulgan un método de administracion al huésped de una
composicion farmacéutica de una cantidad terapéuticamente efectiva de liposomas que incluye un material que
forma liposomas, cardiolipina, y un agente tal como paclitaxel, o un derivado antineoplasico de paclitaxel, o una
mezcla de los mismos, con un excipiente farmacéuticamente aceptable. En la Patente de Estados Unidos n.°
6.146.659, se proporciona un método de administracion de un taxano a un paciente mediante la administraciéon de
taxano durante un periodo de menos de una hora en una cantidad de aproximadamente 75 a 300 mg/mz, donde el
taxano esta encapsulado en liposomas. Los liposomas divulgados en el mismo estan cargados negativamente.

La Patente de Estados Unidos n.° 6.090.955 también se refiere a un taxol encapsulado en liposomas. Los liposomas
divulgados en los ejemplos consisten Unicamente en el lipido neutro de fosfatidilcolina de huevo. Los liposomas se
usan para experimentos con animales. En un cancer de mama humano (MaTu) se muestra que la preparacion del
liposoma, ya después de una Unica administracion de 50 mg/kg, expone una mejor eficacia terapéutica y una menor
hemotoxicidad que el taxol libre (tratamiento de 4 dias, 12,5 kg/mg por dia) (Tabla 1 y Fig. 1).

Desde la divulgacion de McDonald et al., Patente de Estados Unidos n.° 5.837.283, documentos WO 98/40052 y WO
01/17508 se sabe que los liposomas cargados positivamente se dirige especificamente a las células endoteliales
angiogénicas. A este respecto, Campbell et al. 2001, J. Pharm. Sci., Am Pharm. Ass. Washington, pp. 1091-1105,
han evaluado la influencia de lipidos catiénicos en la estabilidad y las propiedades de membrana de liposomas que
contienen paclitaxel. No se presentan datos clinicos en pacientes humanos.

El documento WO 2004/002455 se refiere a un método de estabilizacion de un compuesto de bajo peso molecular
en un liposoma catiénico, donde dicho compuesto tiene una baja solubilidad en una membrana lipidica y/o una baja
permeabilidad a través de una membrana lipidica. No se divulgan los agentes activos lip&filos tales como paclitaxel.
No se divulga una administracion del farmaco mensual definida.

El documento 2004/002468 se refiere a un método de produccién de una preparacion liposomal catidnica que
comprende un compuesto lipéfilo. No se divulga un régimen de dosis para un paciente humano.

Emerson, 2000, Pharm. Sci. and Techn. Today, Elsevier Trends J. Cambridge, pp. 205-209, divulga la liberacion
liposomal de camptotecinas. Los liposomas estan compuestos de colesterol, una fosfatidilcolina y un excipiente.

Por lo tanto, el problema subyacente de la presente invencién ha sido proporcionar un método de administracion de
paclitaxel a un sujeto que lo necesita en una cantidad terapéuticamente efectiva sin efectos secundarios graves.
Particularmente, deberia evitarse la aparicién de efectos secundarios causados por la necesidad de usar altas dosis
de tratamiento iniciales de paclitaxel en la solicitud de preparaciones de la técnica anterior tales como preparaciones
de Cremophor.
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En la presente solicitud, se presentan datos clinicos en pacientes humanos de la administracién de preparaciones
liposomales catidnicas que contienen paclitaxel.

Asombrosamente, se ha encontrado que la administracién de una preparacion liposomal catidnica que tiene un alto
contenido de paclitaxel como ingrediente activo afecta selectivamente a las células endoteliales angiogénicas en un
paciente humano que lo necesita. Por lo tanto, en un primer aspecto, la invenciéon comprende la administracion a un
paciente de una preparacion liposomal catiénica que comprende de aproximadamente 30 % en moles a
aproximadamente 98 % en moles de lipido cationico, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente
0,1 % en moles y lipidos neutros y/o anidnicos de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles en el tratamiento de una afeccion asociada con angiogénesis seleccionada de la cicatrizacion de heridas,
cancer, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad inflamatoria crénica seleccionada de artritis reumatoide,
dermatitis, psoriasis o endometriosis en una cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de paclitaxel/kg de peso
corporal de dicho paciente por dosis unitaria Unica en una dosis mensual de aproximadamente 0,25 mg hasta
aproximadamente 60 mg de paclitaxel/kg de peso corporal de dicho paciente.

El término “aproximadamente” como se usa en la presente memoria descriptiva describe una desviacion del valor
dado de mas o menos el 5 %.

Las formulaciones anteriores son particularmente adecuadas para la prevencion y/o tratamiento de tumores y/o
metastasis tumorales resistentes a multiples farmacos, opcionalmente en combinacién con otros protocolos de
tratamiento.

Las ventajas de la presente invencion son las siguientes:

- altas cantidades del ingrediente activo

- identificacion selectiva

- eficacia mejorada

- evitar la multirresistencia a farmacos (diana diferente)

- afectar la resistencia a farmacos eliminando directamente las células resistentes
- afectar la metastasis

- menores efectos secundarios comparado con la quimioterapia tradicional o con liposomas neutros o aniénicos
- reduccion del dolor relacionado con la enfermedad

- mejora de la calidad de vida

- estabilizacion del peso corporal durante el tratamiento

- efectos sinérgicos con regimenes de terapia tradicional

La presente composicion farmacéutica puede administrarse a una dosis mensual de 0,25 mg hasta 60 mg de
paclitaxel liposomal / kg de peso corporal (pc) de un paciente, preferentemente de aproximadamente 0,5 mg hasta
aproximadamente 30 mg de paclitaxel liposomal / kg de pc y mas preferentemente de aproximadamente 1,0 mg
hasta aproximadamente 15 mg de paclitaxel liposomal / kg de pc. En promedio, un paciente humano tiene
aproximadamente 70 kg de peso corporal y es aproximadamente 172 cm de alto.

El plan de dosis puede variar desde una multitud de veces diarias a una multitud de veces durante un periodo de un
mes, cada una de dichas veces se separa por un intervalo de entre un dia y 3 semanas. El periodo total del
tratamiento es preferentemente de al menos un mes.

La composiciéon farmacéutica también es adecuada para la administracion a largo plazo durante al menos 3 meses,
durante al menos 4 meses, durante al menos 6 meses o durante al menos 12 meses y hasta 6 meses, hasta 12
meses, hasta 18 meses, hasta 24 meses o incluso mas tiempo.

Incluso en tratamientos a largo plazo, normalmente no se dan las resistencias a los farmacos o los efectos
secundarios perjudiciales como alopecia, nefropatia u otros. Adicionalmente, normalmente no se requiere
premedicacién como corticosteroides o antihistaminicos.

La presente composicion farmacéutica puede administrarse en un plan de dosis unitaria Unica de aproximadamente
0,01 a aproximadamente 2,5 mg, preferentemente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 2,5 mg de
paclitaxel liposomal por kg de peso corporal. Preferentemente, se administra de 0,1 a 2,5 mg de paclitaxel liposomal
por kg de peso corporal por dosis unitaria Unica.

En una realizacion adicional preferida, se administra de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg de paclitaxel
liposomal / kg de pc por dosis mensual. En una realizacién aun mas preferida se administra de aproximadamente 20
a aproximadamente 60 mg de paclitaxel liposomal / kg de pc por dosis mensual. En una realizacién adn mas
preferida se administra de aproximadamente 1 a aproximadamente 7,5 mg de paclitaxel liposomal / kg de pc por
dosis mensual.
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La dosis adecuada de paclitaxel liposomal para la aplicacién a un paciente humano esta en una cantidad de
aproximadamente 0,01 a 2,5, preferentemente de 0,02 a 1,7, y mas preferentemente de 0,05 a 0,5 mg / kg de pc al
menos una vez al dia, por ejemplo dos veces, tres veces o0 mas cada dia; aproximadamente de 0,01 a 5,0,
preferentemente de 0,02 a 2,5 y mas preferentemente de 0,05 a 1,7 mg / kg de pc cada dos dias; aproximadamente
de 0,01 a 2,5, preferentemente de 0,02 a 2,5 y mas preferentemente de 0,05 a 2,5 mg / kg de pc una vez a la
semana.

La dosis mensual preferentemente se administra en una multitud de unidades de dosis Unicas. La administracion de
una multitud de dosis bajas puede ser al menos tan eficaz como la administracion de una Unica dosis alta. Durante el
intervalo de tratamiento las unidades de dosis y los intervalos de dosis pueden permanecer constantes. Por otro
lado, las unidades de dosis pueden aumentarse durante el intervalo de tratamiento, por ejemplo comenzando con
una dosis inicial y aumentando en una o varias etapas a una dosis de consolidacion, que puede ser 3 0 4 0 mas
veces mayor que la dosis inicial. Adicional o alternativamente, el intervalo de tratamiento entre las dosis Unicas
puede alterarse, por ejemplo disminuyéndose o aumentandose durante el periodo de tratamiento.

La dosis preferida para una administracion unica es de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,75 mg / kg de
pc.

Un protocolo de tratamiento adicional preferido que comprende la administracién de dicha preparacion liposomal
catidnica es

(i) al menos 3 veces, especialmente 3-5 veces en la primera semana, seguido de un intervalo de 1-3 semanas
sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo, donde la dosis mensual es
preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg de pc, especialmente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 7,5 mg/kg de pc,

(ii) una vez en la primera semana seguido de un intervalo de al menos una semana, especialmente 1-3 semanas,
sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo, donde la dosis mensual es
preferentemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 mg/kg de pc.

(iii) una vez a la semana durante una semana o varias semanas sucesivas, preferentemente durante al menos 4
semanas, donde la dosis mensual es preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 7,5 mg/kg de
pc, especialmente de aproximadamente 3 a aproximadamente 6 mg/kg de pc, o

(iv) una combinacion de (i), (ii) y/o (iii).

Para las aplicaciones en medicina humana, la presente composicion farmacéutica puede administrarse en una dosis
mensual preferentemente de aproximadamente 9 mg hasta aproximadamente 3700 mg, especialmente hasta
aproxmadamente 2237 mg/m de superficie corporal (sc) humana, de aproximadamente 18 hasta aproximadamente
1168 mg/m de sc y de aproximadamente 37 mg hasta aproxmadamente 584 mg/m de sc. En promedio un
paciente humano tiene una superficie corporal de aproximadamente 1,84 mZ. Por lo tanto, para una persona media
de 70 kg de peso corporal y 172 cm de altura, los valores preferidos para dosis mensuales, dosis Unica, etc., que se
han indicado anteriormente en mg/kg de peso corporal (pc) pueden convertirse para aplicaciones humanas a los
valores correspondientes en mg/m de superficie corporal (sc) humana mediante la multiplicaciéon con un factor
especifico de especie de acuerdo con métodos conocidos.

En un aspecto adicional mas, la preparacion liposomal catiénica de la presente invencion comprende al menos un
lipido catidénico de aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, preferentemente a
aproximadamente 98 % en moles de lipido cationico, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente
0,1 % en moles, preferentemente de al menos aproximadamente 2 % en moles; y al menos un lipido neutro y/o
anionico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para una terapia de combinacién simultanea, separada, o secuencial con una dosis eficaz
en conjunto de al menos un agente activo adicional, que se selecciona de agentes antineoplasicos, especialmente
agentes antimitoticos seleccionados de paclitaxel, agentes alquilantes, especialmente platino que contienen
compuestos seleccionados de cisplatino, carboplatino, agentes inhibidores de las topoisomerasas de ADN
seleccionados de camptotecina o doxorrubicina, antimetabolitos de ARN/ADN, especialmente 5-fluorouracilo o
gemcitabina y otros compuestos que tienen actividad antitumoral, o un compuesto que reduce o elimina las
reacciones de hipersensibilidad que comprende esteroides, antihistaminicos, antagonistas de los receptores H2 y
combinaciones de los mismos en una cantidad suficiente para prevenir reacciones anafilacticas letales, o un
compuesto que comprende ranitidina, dexametasona, difenhidramina, famotidina, hidrocortisona, clemastina,
cimetidina, prednisolona, clorfeniramina, clorfenamina, maleato de dimetindeno y prometazina, o un
quimiosensibilizador que comprende moduladores del ciclo celular, sustancias que revierten una resistencia a los
farmacos seleccionadas de verapamilo, sustancias vasoactivas seleccionadas de farmacos antihipertensivos,
sustancias que modifican las interacciones de liposomas catidnicos con componentes de la sangre seleccionados de
protamina, y/o calor y/o radiacién y/o crioterapia, donde la dosis unitaria Unica de paclitaxel liposomal esta en una
cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de paclitaxel/kg de peso corporal de dicho paciente.

En una realizacién preferida, la preparacion liposomal comprende paclitaxel en una cantidad de aproximadamente
0,1 % en moles, particularmente de aproximadamente 2 % en moles, a aproximadamente 8 % en moles,
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preferentemente en una cantidad de aproximadamente 0,5 % en moles, particularmente de aproximadamente 2 %
en moles, a aproximadamente 5 % en moles, mas preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1 % en
moles a aproximadamente 4 % en moles y mas preferentemente en una cantidad de aproximadamente 2,5 % en
moles a aproximadamente 3,5 % en moles. La preparacion liposomal catiénica de la presente invenciéon no
comprende esencialmente cristales de paclitaxel.

La preparacion liposomal de la presente invencidon es una preparacion liposomal catidnica que comprende lipidos
catidnicos en una cantidad de aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles,
particularmente a aproximadamente 70 % en moles, preferentemente de aproximadamente 40 % en moles a
aproximadamente 60 % en moles y mas preferentemente de aproximadamente 45 % en moles, a aproximadamente
55 % en moles. La preparacion y los lipidos catidénicos se caracterizan por tener un potencial zeta positivo en
solucion de KCI aproximadamente 0,05 M a pH de aproximadamente 7,5 a temperatura ambiente.

Los lipidos catiénicos preferidos de la preparacion liposomal son sales de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil
amonio, por ejemplo el metilsulfato (DOTAP). Otros lipidos utiles para la presente invencion pueden incluir:

DDAB, bromuro de dimetildioctadecil amonio; 1,2-diaciloxi-3-trimetilamonio propanos, (incluyendo pero sin
limitacion a: dioleoilo, dimiristoilo, dilauroilo, dipalmitoilo y diestearoilo; también pueden unirse dos cadenas acilo
diferentes al esqueleto de glicerol); N-[1-(2,3-dioloiloxi)propil]-N,N-dimetil amino (DODAP); 1,2-diaciloxi-3-
dimetilamonio propanos, (incluyendo pero sin limitacién a: dioleoilo, dimiristoilo, dilauroilo, dipalmitoilo y
diestearoilo; también pueden unirse dos cadenas acilo diferentes al esqueleto de glicerol); cloruro de N-[1-(2,3-
dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA); 1,2-dialquiloxi-3-dimetilamonio propanos, (incluyendo pero sin
limitacién a: dioleilo, dimiristilo, dilaurilo, dipalmitilo y diestearilo; también pueden unirse dos cadenas acilo
diferentes al esqueleto de glicerol); dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS); 3B-[N-(N’,N’-dimetilamino-
etano)carbamoil]colesterol (DC-Col); trifluoroacetato de 2,3-dioleoiloxi-N-(2-(esperminacarboxamido)-etil)-N,N-
dimetil-1-propanaminio (DOSPA); B-alanil colesterol; bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB); diC14-amidina; N-
terc-butil-N'-tetradecil-3-tetradecilaminopropionamidina; 14Dea2; cloruro de N-(alfa-trimetilamonioacetil)didodecil-
D-glutamato (TMAG); cloruro de O,O’-ditetradecanoil-N-(trimetilamonio-acetil)dietanolamina; 1,3-dioleoiloxi-2-(6-
carboxi-espermil)-propilamida (DOSPER); yoduro de N,N,N’,N’-tetrametil-N,N’-bis(2-hidroxiletil)-2,3-dioleoiloxi-
1,4-butanodiamonio; derivados de cloruro de 1-[2-(aciloxi)etil]2-alquil(alquenil)-3-(2-hidroxietil)-imidazolinio como
se ha descrito por Solodin et al. (1995) Biochem. 43:13537-13544, tales como cloruro de 1-[2-(9(2)-
octadecenoiloxi)etil]-2-(8(Z)-heptadecenil-3-(2-hidroxietil )imidazolinii (DOTIM), cloruro de 1-[2-
(hexadecanoiloxi)etil]-2-pentadecil-3-(2-hidroxietil)imidazolinio (DPTIM), derivados de compuestos de amonio
cuaternario del 2,3-dialquiloxipropilo, que contienen un residuo hidroxialquilo en la amina cuaternaria, como se ha
descrito por ejemplo por Felgner et al. [Felgner et al. J. Biol. Chem. 1994, 269, 2550-2561] tales como: bromuro
de 1,2-dioleoil-3-dimetil-hidroxietil amonio (DORI), bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxietii amonio
(DORIE), bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxipropil amonio (DORIE-HP), bromuro de 1,2-
dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxibutil amonio (DORIE-HB), bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxipentil
amonio (DORIE-Hpe), bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxiletii amonio (DMRIE), bromuro de 1,2-
dipalmitiloxipropil-3-dimetil-hidroxietii amonio (DPRIE), bromuro de 1,2-diesteriloxipropil-3-dimetil-hidroxietil
amonio (DSRIE); ésteres catidnicos de acilcarnitinas como se ha informado por Santaniello et al. [US5498633];
triésteres catidnicos de fosfatidilcolina, es decir 1,2-diacil-sn-glicerol-3-etilfosfocolinas, donde las cadenas
hidrocarbonadas pueden ser saturadas o insaturadas y ramificadas o no ramificadas con una longitud de cadena
de C12 a Cy4, no siendo las dos cadenas acilo necesariamente idénticas.

En una realizacion preferida, la preparacion liposomal opcionalmente comprende al menos un lipido neutro y/o
anionico. Los lipidos neutros son lipidos que tienen una carga neta neutra. Los lipidos aniénicos o anfifilos son
moléculas que tienen una carga neta negativa. Estos pueden seleccionarse de esteroles o lipidos tales como
colesterol, fosfolipidos, lisolipidos, lisofosfolipidos, esfingolipidos o lipidos pegilados con una carga neta neutra o
negativa. Los lipidos neutros y anidnicos utiles incluyen de este modo: fosfatidilserina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol (sin limitacion a un azlcar especifico), acidos grasos, esteroles, que contienen un grupo acido
carboxilico por ejemplo, colesterol, 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, incluyendo, pero sin limitacion a, DOPE,
1,2-diacil-glicero-3-fosfocolinas y esfingomielina. Los acidos grasos unidos al esqueleto de glicerol no se limitan a
una longitud o numero de dobles enlaces especificos. Los fosfolipidos también pueden tener dos acidos grasos
diferentes. Preferentemente los lipidos adicionales estan en el estado de liquido cristalino a temperatura ambiente y
son miscibles (es decir puede formarse una fase uniforme y no se produce la separacion de fases o la formacion de
dominios) con el lipido catidnico usado, en la proporcion en la que se aplican. En una realizacién preferida el lipido
neutro es DOPC.

En una realizacion adicional preferida, la preparacion liposomal comprende opcionalmente lipidos neutros y/o
anionicos, preferentemente DOPC en una cantidad de aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 70 %
en moles, preferentemente de aproximadamente 40 % en moles a aproximadamente 60 % en moles y mas
preferentemente de aproximadamente 45 % en moles a aproximadamente 55 % en moles.

La preparacién de liposomas catidnicos que se usa en el presente documento puede estar deshidratada,
almacenada durante periodos de tiempo prolongados mientras esta deshidratada, y después rehidratarse cuando y
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donde se vaya a usar, sin perder una parte importante de su contenido durante los proceso de deshidratacion,
almacenamiento y rehidratacion. Para lograr esto ultimo, pueden estar presentes uno o mas agentes protectores,
tales como crioprotectores. Por lo tanto, la invencién de la preparacion de liposomas catiénicos preferentemente
comprende un crioprotector, donde el crioprotector se selecciona de un azicar o un alcohol o una combinacién de
los mismos. Preferentemente, el crioprotector se selecciona de trehalosa, maltosa, sacarosa, glucosa, lactosa,
dextrano, manitol o sorbitol.

En una realizaciéon adicional preferida, la preparacién liposomal comprende trehalosa en el intervalo de
aproximadamente 5 % (m/v) a aproximadamente 15 % (m/v) con respecto al volumen total de la preparacion.

La formulacion de los liposomas cationicos de la presente invencion puede variar. En una realizacion preferida la
relacion molar es 50:47:3 % en moles de DOTAP, DOPC y paclitaxel. Esta formulacion también se designa como
MBT-0206 o EndoTAG-1.

Los liposomas de diversos tamafios son Utiles en la presente invencion. En una realizacién preferida de la presente
invencion los liposomas catidénicos tienen un diametro medio de particula de aproximadamente 25 nm a
aproximadamente 500 nm, preferentemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 nm, mas
preferentemente de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm.

Las presentes composiciones de liposomas pueden administrarse sistematicamente, preferentemente via
intravenosa.

Los liposomas catiénicos de la presente invencién pueden usarse para tratar cualquier forma de afeccién asociada
con angiogénesis aumentada, tal como cancer. La composicion farmacéutica de la presente invencion es
particularmente ventajosa en el tratamiento de tumores en pacientes humanos tales como cancer de vejiga, cancer
de mama, cancer colorrectal, cancer de endometrio, leucemia, cancer de pulmén, linfoma, melanoma, cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de ovario, cancer de prostata y para canceres infantiles tales como glioma
del tronco encefalico, astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral, ependimoma, tumores de la familia/sarcoma de
Ewing, tumor de células germinales, extracraneal, enfermedad de Hodgkin, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
mieloide aguda, cancer de higado, meduloblastoma, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, osteosarcoma /
histiocitoma fibroso maligno &seo, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de tejidos blandos, tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales y pineales, canceres infantiles inusuales, glioma de las vias o6pticas e
hipotalamico, tumor de Willms y otros tumores renales infantiles y para canceres menos comunes, incluyendo
leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda del adulto, linfoma no Hodgkin del adulto, tumor cerebral,
cancer cervical, canceres infantiles, sarcoma infantil, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide crénica, cancer
de esodfago, leucemia de células peludas, cancer de rifién, cancer de higado, mieloma multiple, neuroblastoma,
cancer oral, cancer pancreatico, linfoma primario del sistema nervioso central, cancer de piel, cancer de pulmén de
células pequefias, cancer de cabeza y cuello, cancer de la vesicula biliar y del conducto biliar, cancer de estémago,
cancer gastrointestinal, sarcoma de Kaposi, carcinoma de células uroteliales, carcinoma de la glandula tiroides,
carcinoma testicular, cancer vaginal, angiosarcoma, sarcoma del tejido blando y mesotelioma. Particularmente, el
cancer puede ser un cancer mestastasico y/o un cancer resistente a la (quimio)terapia convencional. La
administracion de la composicion de la invencion puede enlentecer o detener la progresion de la enfermedad, o
puede conducir a una remision parcial o completa. Las condiciones adicionales pueden ser una enfermedad de
cicatrizacion de heridas o inflamatoria o una enfermedad inflamatoria créonica tal como artritis reumatoide, dermatitis,
endometrosis o psoriasis.

Las preparaciones liposomales catidnicas de la invencion son particularmente adecuadas para el tratamiento de
cancer como se ha indicado anteriormente, especialmente cancer pancreatico, cancer pancreatico inoperable,
cancer gastrointestinal, cancer de pulmoén, cancer colorrectal o gastrico, cancer de mama, cancer de prostata y
melanoma, o bien como una monoterapia o una terapia de combinacién con terapias de tratamiento adicionales, por
ejemplo agentes activos adicionales como se ha indicado en detalle anteriormente, especialmente con agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo antimetabolitos de ADN/ARN tales como gemcitabina.

Asombrosamente, se ha encontrado que los agentes activos cargados en los liposomas catidnicos actuan
directamente contra las células endoteliales o no endoteliales resistentes a los farmacos, particularmente células
tumorales endoteliales o no endoteliales resistentes a los farmacos. Por lo tanto, los hallazgos recientes definen las
células no endoteliales resistentes a los farmacos como una diana adicional y por lo tanto mejoran las aplicaciones
antitumorales de los liposomas catiénicos. Este es un aspecto adicional de la presente invencion.

Por lo tanto es un aspecto adicional de la presente invencién usar una preparacion liposomal catidénica que
comprende un agente activo para la fabricacion de un medicamento contra las células endoteliales o no endoteliales
resistentes a los farmacos. La presente invencion también proporciona un método de administracion de una
preparacion liposomal catiénica que comprende un agente activo para las células resistentes a los farmacos de un
sujeto que lo necesita en una cantidad terapéuticamente efectiva para afectar a una enfermedad tal como cancer.
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Una realizacién adicional de este aspecto se refiere al uso de una preparacioén liposomal catiénica que comprende al
menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente
activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de
aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacién de una composicion
farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de trastornos asociados con y/o acompafados de la aparicion de
células resistentes a los farmacos, por ejemplo para la prevencion o tratamiento de tumores resistentes a los
farmacos lo que significa especialmente el uso como un tratamiento de segunda o tercera linea para el cancer,
especialmente el cancer pancreatico, cancer pancreatico inoperable, cancer gastrointestinal, cancer de pulmon,
cancer colorrectal o gastrico, cancer de mama, cancer de préstata y melanoma.

Una causa importante del fracaso del tratamiento primario es la aparicién de clones de células resistentes a los
farmacos. Se administra un tratamiento de segunda linea después de que la administracion inicial ha fallado. Una
quimioterapia de segunda linea puede ser una monoterapia usando un quimioterapéutico diferente con un modo de
accion diferente o una combinacion de diversos farmacos o tratamientos adicionales. Sin embargo, el tratamiento de
segunda linea puede fallar también debido al desarrollo de clones de células resistentes a multiples farmacos. Por lo
tanto, podria haber un tratamiento de tercera linea para dicha recurrencia tumoral. Las preparaciones liposomales
catiénicas son particularmente adecuadas como tratamiento de segunda o tercera linea como se ha indicado
anteriormente.

La preparacion liposomal catiénica de este aspecto de la presente invencidon comprende al menos un lipido catiénico
de aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, particularmente a aproximadamente
98 % en moles, un agente activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en moles, particularmente de
al menos aproximadamente 2 % en moles, y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en
moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una composicion farmacéutica para afectar las
células resistentes a los farmacos de manera que una enfermedad asociada con, o acompafiada de, la aparicion de
células resistentes a farmacos, se mitigue (provocando regresion) o finalmente se cure.

Es un sorprendente hallazgo adicional en la presente invencion que los liposomas catiénicos que comprenden un
agente activo actien solos o en combinacién con al menos otra terapia de tratamiento frente a la formacion de
metastasis.

Por lo tanto, es un objeto adicional de la presente invencion usar una preparacion liposomal catidnica que
comprende un agente activo para la preparacion de un medicamento frente a la metastasis. La presente invencion
también proporciona un método de administracion de una preparacion liposomal catiénica que comprende un agente
activo a un sujeto que lo necesita en una cantidad terapéuticamente efectiva para afectar el comienzo y/o progresion
de la formacion de metastasis tal como retrasando y/o evitando una enfermedad metastasica. El término “afectar”
como se usa en el presente documento generalmente significa que se obtiene un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico
deseado, tal como retrasar y/o evitar el comienzo y/o progresion de una enfermedad. En una realizacion preferida, la
presente invencion se usa para retrasar y/o evitar la formacion de metastasis hepatica.

La preparacion liposomal catidnica de la presente invencion comprende al menos un lipido catiénico de
aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, particularmente a aproximadamente 98 %
en moles, un primer agente activo, por ejemplo paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en
moles, particularmente de al menos aproximadamente 2 % en moles, y al menos un lipido neutro y/o aniénico de
aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en moles y es util para la fabricaciéon de una composicion
farmacéutica para una terapia de combinacion simultanea, separada, o secuencial con una dosis eficaz en conjunto
de al menos un agente activo adicional, por ejemplo un segundo agente activo no liposomal y/o calor y/o radiacién
y/o crioterapia para retrasar y/o evitar la formacién de metastasis.

El agente activo cargado en la preparacion liposomal cationica, por ejemplo un agente activo para una monoterapia
0 un primer agente activo para una terapia de combinacion, puede seleccionarse de una sustancia citotoxica o
citoestatica tal como una sustancia activa antitumoral o anti-células endoteliales, un agente quimioterapéutico o una
sustancia activa inmunolégica. El agente activo también puede seleccionarse de un taxano, una camptotecina, una
estatina, un depsipéptido, talidomida, otros agentes que interaccionan con microtubulos tales como discodermolida,
laulimalida, isolaulimalida, eleuterobina, Sarcodictina A y B y en una realizacion mas preferida, se selecciona de
paclitaxel, docetaxel, captotecina o cualquier derivado de los mismos.

Por lo tanto, en una realizacién preferida de la presente invencion dicha preparacion liposomal comprende un
taxano, preferentemente paclitaxel o docetaxel o un derivado de los mismos en una cantidad de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 20 % en moles, preferentemente en una cantidad de aproximadamente 0,5 % en moles a
aproximadamente 10 % en moles, mas preferentemente en una cantidad de aproximadamente 1 % en moles a
aproximadamente 5 % en moles y mas preferentemente en una cantidad de aproximadamente 2 % en moles a
aproximadamente 4 % en moles.

El al menos un agente activo adicional puede ser una sustancia citotdxica o citoestatica como se ha descrito
anteriormente, tal como una sustancia activa antitumoral o anti-células endoteliales, un agente quimioterapéutico,
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una sustancia activa inmunolégica, un compuesto que reduce o elimina las reacciones de hipersensibilidad o un
quimiosensibilizador. Preferentemente, el al menos un agente activo adicional esta presente en una formulacion no
liposomal. Adicionalmente, se prefiere que el agente activo y los agentes activos adicionales sean diferentes.

Los agentes activos adicionales se seleccionan de agentes antineoplasicos, especialmente agentes antimitéticos
como paclitaxel, agentes alquilantes, especialmente platino que contiene compuestos como cisplatino, carboplatino,
agentes inhibidores de las topoisomerasas de ADN como camptotecina o doxorubicina, antimetabolitos de
ARN/ADN, especialmente 5-fluorouracilo o gemcitabina y/u otros compuestos que tienen actividad antitumoral.
Especialmente se prefieren las terapias de combinaciéon con cisplatino o carboplatino o con 5-fluorouracilo o con
gemcitabina.

El compuesto que reduce o elimina las reacciones de hipersensibilidad se selecciona del grupo que comprende
(pero sin limitacion) esteroides, antihistaminicos, antagonistas de los receptores H2 y las combinaciones de los
mismos en una cantidad suficiente para prevenir las reacciones anafilacticas letales. El compuesto se selecciona del
grupo que comprende ranitidina, dexametasona, difenhidramina, famotidina, hidrocortisona, clemastina, cimetidina,
prednisolona, prednisona, clorfeniramina, clorfenamina, maleato de dimetindeno, indometacina y prometazina o
cualquier derivado de los mismos.

El quimiosensibilizador se selecciona del grupo que comprende (pero sin limitacion) moduladores del ciclo celular,
sustancias que revierten una resistencia a los farmacos como verapamilo, sustancias vasoactivas como farmacos
antihipertensivos, sustancias que modifican la interaccion relacionada con la carga de liposomas catidnicos con
componentes de la sangre como protamina.

Debe considerarse que la presente divulgacion de la invencion también se relaciona con todos los otros aspectos.
Esto se refiere particularmente a la cantidad y tipo de lipido catidnico, la cantidad y tipo de lipido neutro y/o aniénico,
la cantidad y tipo de agente activo, la cantidad y tipo de agente activo adicional para una terapia de combinacion, y
el tipo de trastorno a tratarse.

Leyenda de las figuras

Figura 1: Volumen tumoral tras el final del tratamiento

Tamario tumoral de los tumores pancreaticos de L3.6pl 19 dias después del inicio del tratamiento. El tratamiento
con trehalosa al 10 %, paclitaxel, MBT-0206, Gemzar (gemcitabina) y la combinacion de tanto MBT-0206 como
Gemzar comenzé 8 dias después de la inoculacion de las células tumorales. Se aplic6 Gemzar i.p. a una dosis
de 100 mg/kg de pc dos veces a la semana (lunes, jueves). Se aplicaron paclitaxel y MBT-0206 i.v. en una pauta
de lunes, miércoles, viernes a una dosis de paclitaxel de 5 mg/kg de pc. El grupo de combinacion recibié tanto
MBT-0206 como Gemzar con la pauta respectiva.

Los tumores se midieron mediante palpacién con un calibrador en el dia 23 y 27. Media + EEM; n = 9 por grupo.

Figura 2: Metastasis tras la terapia.

Metastasis en el dia 19 tras el inicio del tratamiento. El tratamiento con trehalosa al 10 %, paclitaxel, MBT-0206,
Gemzar (gemcitabina) y la combinacion de tanto MBT-0206 como Gemzar comenzo el dia 8 tras la inoculacion
de las células tumorales. Se aplicé Gemzar i.p. a una dosis de 100 mg/kg de pc dos veces a la semana (lunes,
jueves). Se aplicaron paclitaxel y MBT-0206 i.v. en una pauta de lunes, miércoles, viernes a una dosis de
paclitaxel de 5 mg/kg de pc. El grupo de combinacién recibié tanto MBT-0206 como Gemzar con la pauta
respectiva, n = 9 por grupo.

Figura 3 — 5: El ensayo inhibitorio del crecimiento se llevd a cabo en placas de 24 pocillos con cada
concentracion de farmaco ensayada por duplicado (n = 2 pocillos). Se sembraron 4 x 10* células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 10-11 concentraciones
de la respectiva formulacion del farmaco durante 72 h para cubrir el intervalo representado en los respectivos
graficos. Por ultimo, se determind la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional midiendo la
actividad de las deshidrogenasas mitocondriales.

Figura 3: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea Mes-SA/Dx-5vet de sarcoma de utero
altamente resistente a los farmacos.

Figura 4: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea Mes-SA/Dx-5 de sarcoma de utero
moderadamente resistente a los farmacos.

Figura 5: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea Mes-SA de sarcoma de utero humano
sensible a los farmacos.

Figura 6 — 7: El ensayo inhibitorio del crecimiento se llevd a cabo en placas de 24 pocillos con cada
concentracion del farmaco ensayada por duplicado (n = 2 pocillos). Se sembraron 4 x 10* células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 10-11 concentraciones
de la respectiva formulacion del farmaco durante 72 h para cubrir el intervalo representado en los respectivos
graficos. Por ultimo, se determind la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional midiendo la
actividad de las deshidrogenasas mitocondriales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2574231 T3

Figura 6: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea Colon-26ugr de carcinoma de coldn
murino altamente resistente a los farmacos.

Figura 7: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea Colon-26 de carcinoma de colén murino
sensible a los farmacos.

Figura 8: Potencial inhibitorio del MBT-0206 y paclitaxel frente a la linea EA.hy926 de endotelio humano sensible
a los farmacos. El ensayo inhibitorio del crecimiento se llevd a cabo en placas de 24 pocillos con cada
concentracion del farmaco ensayada por duplicado (n = 2 pocillos). Se sembraron 4 x 10* células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 11 concentraciones de la
respectiva formulacion del farmaco durante 72 h para cubrir el intervalo representado en el respectivo grafico.
Por ultimo, se determiné la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional midiendo la actividad de
las deshidrogenasas mitocondriales.

Figura 9: Potencial inhibitorio in vitro del paclitaxel frente a la linea parental sensible Mes-SA y la derivada
resistente Ms-SA/Dx-5ugT. El ensayo inhibitorio del crecimiento se llevo a cabo en placas de 24 pocillos con cada
concentracion del farmaco ensayada por duplicado (n = 2 pocillos). Se sembraron 4 x 10* células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 10-11 concentraciones
de la respectiva formulacion del farmaco durante 72 h para cubrir el intervalo representado en el respectivo
grafico. Por ultimo, se determind la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional midiendo la
actividad de las deshidrogenasas mitocondriales.

Figura 10: Potencial inhibitorio del paclitaxel frente a la linea Sk-Mel28 de melanoma dérmico humano resistente
a los farmacos. El ensayo inhibitorio del crecimiento se llevd a cabo en placas de 24 pocillos con cada
concentracion del farmaco ensayada por duplicado (n = 2 pocillos). Se sembraron 4 x 10* células por pocillo en
una placa de 24 pocillos y se incubaron durante la noche. Al dia siguiente, se afiadieron 11 concentraciones de la
respectiva formulacion del farmaco durante 72 h para cubrir el intervalo representado en el respectivo grafico.
Por ultimo, se determiné la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT convencional midiendo la actividad de
las deshidrogenasas mitocondriales.

El objeto de la invencion se define en las reivindicaciones.
Ejemplos
1. Protocolo de tratamiento de la terapia en seres humanos

Este ejemplo se refiere a los protocolos de tratamiento en seres humanos usando las formulaciones divulgadas. El
tratamiento sera util para la prevencion y/o tratamiento de diversas enfermedades y trastornos en seres humanos
asociados con una actividad angiogénica aumentada. Se considera que es particularmente Util en terapia
antitumoral, por ejemplo, en el tratamiento de pacientes con tumores solidos y enfermedades hematoldgicas
malignas o en la terapia frente a una variedad de enfermedades inflamatorias crénicas tales como artritis reumatoide
0 psoriasis.

Una caracteristica de la invencion es que pueden tratarse varias clases de enfermedades y/o anomalias dirigiéndose
directamente a las células epiteliales angiogénicas sin dirigirse directamente a el tejido o las células involucradas en
la anomalia por ejemplo, inhibiendo la angiogénesis se interrumpe el suministro de sangre al tumor y se mata al
tumor sin dirigirse directamente a las células tumorales de ningun modo. Otras clases de enfermedades y/o
anomalias pueden tratarse dirigiéndose directamente a las células endoteliales angiogénicas y dirigiéndose
directamente al tejido o células involucradas en la anomalia.

En otra solicitud, pueden afectarse directamente las células resistentes a los farmacos tales como células
cancerigenas o sinoviocitos altamente proliferativos resistentes a los farmacos en la artritis reumatoide.

Los diversos elementos para llevar a cabo un ensayo clinico, incluyendo el tratamiento y la monitorizaciéon del
paciente, se conoceran por los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion.

Para fines de aprobacion de la normativa, se contempla que los pacientes elegidos para un estudio habrian fallado
en la respuesta a al menos un curso de la terapia convencional y tendrian una enfermedad objetivamente medible
como se determina mediante un reconocimiento fisico, técnicas de laboratorio, o procedimientos radiograficos.
Dichos pacientes ademas no tendrian historia de enfermedad cardiaca o renal y cualquier quimioterapia deberia
detenerse al menos 2 semanas antes de entrar en el estudio.

Antes de la aplicacion, la formulacién puede reconstituirse en una solucién acuosa en el caso de que la formulaciéon

estuviese liofilizada. Como se ha descrito anteriormente, el volumen de aplicaciéon requerido se calcula a partir del
peso corporal del paciente y de la pauta de dosis.
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Las formulaciones divulgadas pueden administrarse durante un corto tiempo de infusién. La infusion dada a
cualquier nivel de dosis debe ser dependiente de la toxicidad alcanzada después de cada una. Por consiguiente, si
la toxicidad de grado Il se alcanzé tras una unica infusién, o en un periodo de tiempo particular para una velocidad
constante de infusion, las dosis adicionales deben retirarse o detenerse la velocidad de infusién constante a menos
que se mejore la toxicidad. Deben administrarse dosis crecientes a los grupos de pacientes hasta que
aproximadamente el 60 % de los pacientes muestren una toxicidad de grado Ill o IV inaceptable en cualquier
categoria. Las dosis que son 2/3 de este valor se definirian como la dosis segura.

El examen fisico, las mediciones tumorales y los ensayos de laboratorio deben, por supuesto, llevarse a cabo antes
del tratamiento y a intervalos de aproximadamente 3-4 semanas después. Los ensayos de laboratorio deben incluir
el recuento completo de células sanguineas, creatinina sérica, creatinquinasa, electrolitos, urea, nitrogeno, SGOT,
bilirrubina, albumina y proteinas totales séricas.

Las respuestas clinicas pueden definirse mediante valores de medicién aceptables o cambios en los valores de
laboratorio por ejemplo marcadores tumorales. Por ejemplo, una respuesta completa puede definirse por la
desaparicion de toda enfermedad medible durante al menos un mes, mientras que una respuesta parcial puede
definirse mediante una reduccién del 50 % o mayor.

Todas las composiciones y métodos divulgados y reivindicados en el presente documento pueden fabricarse y
realizarse sin una excesiva experimentacion a la luz de la presente divulgacion. Aunque las composiciones y
métodos de esta invencién se han descrito en términos de realizaciones preferidas, sera aparente para los expertos
en la materia que pueden aplicarse variaciones a la composicién, métodos y en las etapas o en la secuencia de
etapas del método descrito en el presente documento sin desviarse del concepto, espiritu y alcance de la invencion.
Mas especificamente, sera aparente que algunos agentes que estan relacionados tanto quimica como
fisioldgicamente pueden sustituirse por los agentes descritos en el presente documento mientras que se
conseguirian los mismos o similares resultados. Todos estos sustitutos y modificaciones similares aparentes para los
expertos en la materia se consideran que estan dentro del espiritu, alcance y concepto de la invencion tal y como se
define mediante las reivindicaciones adjuntadas.

Se presentaran necesariamente algunas variaciones en la administracion del farmaco dependiendo de la afeccion
del sujeto que vaya a tratarse. La persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis
apropiada para el sujeto individual. Ademas, para la administracién en seres humanos, las preparaciones deben
cumplir la esterilidad, pirogenicidad, seguridad y pureza general convencionales tal y como se requiere en la Office
of Biologics standards de la FDA.

La presente invencion incluye un método de liberaciéon de una cantidad farmacéuticamente efectiva de la formulacion
de la invencion de un agente activo a un sitio diana tal como un sitio diana vascular angiogénico de un sujeto que lo
necesita. Un “sujeto que lo necesita” se refiere a un mamifero, por ejemplo un ser humano.

La via de administracién preferentemente comprende la administracion peritoneal o parenteral.

Para su uso con la presente invencion la “cantidad farmacoldgicamente efectiva” de un compuesto administrado a un
sujeto que lo necesita variara dependiendo de un amplio intervalo de factores. La cantidad del compuesto dependera
de la talla, edad, sexo, peso y afeccion del paciente, asi como de la fuerza de la sustancia que se administra.
Habiéndose indicado que hay una considerable variabilidad en términos de dosificacion, se cree que los expertos en
la materia pueden, usando la presente divulgacion, determinar facilmente la dosificacion apropiada primero
administrando cantidades extremadamente pequefas e incrementando progresivamente la dosis hasta que se
obtengan los resultados deseados. Aunque la cantidad de la dosis variara enormemente en base a factores como
los que se han descrito anteriormente, en general, la presente invencién hace posible administrar cantidades
considerablemente menores de cualquier sustancia comparado con los sistemas de liberacidon que solo se dirigen al
tejido patologico por ejemplo, se dirigen a las propias células tumorales.

2. Protocolos de monoterapia

N° de estudio Indicacién

CTLPO1 Cancer de prostata
CTLPO5 Cancer gastrointestinal
CTLPO7 Melanoma

CTLPO9 Cancer de mama
CTLP10 Cancer colorrectal
CTLP15 Cancer de mama
CTLP16 Cancer pancreatico
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N° de estudio = Administraciones del farmaco

CTLPO1 0,0688 mg/kg, 0,275 mg/kg, 1,10 mg/kg, 1,65 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)
CTLPO5 0,275 mg/kg, 0,55 mg/kg, 1,10 mg/kg, 1,65 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)
CTLPO7 0,275 mg/kg, 0,55 mg/kg, 1,10 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)

CTLPO9 0,55 mg/kg, 1,10 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)

CTLP10 0,55 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)

CTLP15 25 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)

CTLP16 0,55 — 1,1 mg/kg (mg de paclitaxel liposomal / kg)

Formulacién convencional de paclitaxel liposomal

50 % en moles de DOTAP: 47% en moles de DOPC: 3 % en moles de paclitaxel (MBT-0206 = EndoTag 1)

Pauta de tratamiento en estudios en desarrollo completados

N° de estudio  Pauta N° de aplicaciones
CTLPO1 3 veces a la semana N=3
CTLPO5 3 veces a la semana con un intervalo de 3 semanas cada una N=6
CTLPO9 3 veces a la semana con un intervalo de 2 semanas cada una N=9
CTLP10 3 veces a la semana con un intervalo de 2 semanas cada una N=9

Pauta de tratamiento en estudios en desarrollo

N° de estudio  Pauta N° de aplicaciones
CTLPO3 3 veces a la semana N=3

CTLPO4 semanalmente N=14

CTLPO6 4-5 veces a la semana con un intervalo de 1 semana cada una N=14

CTLPO7 3 veces a la semana con un intervalo de 2-3 semanas cada una N=6-9

CTLP15 3 veces a la semana con un intervalo de 2 semanas cada una N=24

CTLP16 3 veces a la semana con un intervalo de 3 semanas cada una N=9

Eficacia

La respuesta se evaluara de acuerdo con los criterios de la OMS o RECIST.

3. Protocolos de terapia de combinacién

Dosificacion

N° de estudio

N° de estudio  Indicacion
CTLPO4 Cancer de pulmon
CTLPO6 Cancer colorrectal o gastrico

Administraciones del farmaco

CTLPO4 paclitaxel liposomal, 1,5 mg/kg y carboplatino (2 mg/ml/min i.v. durante 15 min una vez a la
semana)
CTLPOG6 paclitaxel liposomal, 0,5 o 1,0 mg/kg solo, 0,5 o 1,0 mg/kg de paclitaxel liposomal y 5-fluorouracilo

(2000 mg/m?)

Formulacion convencional de paclitaxel liposomal

50 % en moles de DOTAP: 47 % en moles de DOPC: 3 % en moles de paclitaxel

Pauta de tratamiento para paclitaxel liposomal en estudios en desarrollo

N° de estudio Pauta

CTLPO4
CTLPO6

una vez semanalmente
diariamente con un intervalo de una semana cada una

N° de aplicaciones
N=14
N=14

Un estudio planificado adicional comprende la administracion de paclitaxel liposomal, por ejemplo 0,5 0 1,0 0 1,5
mg/kg y gemcitabina, por ejemplo 1000 mg/m2 una vez semanalmente durante tres semanas seguido de una
semana sin tratamiento, preferentemente durante un intervalo de al menos un afo.
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La pauta de tratamiento para el paclitaxel liposomal sera como se ha descrito anteriormente en los estudios en
desarrollo.

Eficacia

La respuesta se evaluara de acuerdo con los criterios de la OMS o RECIST.

4. Informe del caso n° 1

Paciente:

- Paciente de 49 afios de edad con alta recidiva de resistencia a la terapia de un carcinoma mucoepidermoide de
la laringe

- metastasis cervical, supraclavicular, axilar, mediastinal y pulmonar

- 5 afios después de la primera reseccion del tumor, diseccion del tumor del cuello y radioterapia adyuvante

- después de la terapia repetida de recidiva con multiples resecciones, cirugia plastica, radio y quimioterapia.

Pauta de dosificacion:

- MBT-0206: 50/47/3 (DOTAP/DOPC/paclitaxel)
- Aplicacion de 0,06, 0,25, 0,5y 1,0 mg de paclitaxel liposomal/kg de pc, i.v.
- Unciclo de 3 veces a la semana (endia 1, 3y 5)

Resultados:

- Buena tolerancia durante la monitorizacion del parametro cardiovascular, pulmonar y serolégico durante y tras la
infusién

- Sin signos de toxicidad aguda o crénica

- Reduccién de la circulacion sanguinea del tumor

- Progresion considerablemente reducida del crecimiento del tumor durante 3 meses

5. Informe del caso n° 2

Un paciente con carcinoma hepatocelular, que tenia una progresion de la enfermedad tras multiples quimioterapias,
se habia tratado con MBT-0206.

El MBT-0206 liofilizado se habia reconstituido con agua para la inyeccion y se habia administrado un volumen de
infusion total de 300-400 ml de MBT-0206 (equivalente a una dosis de 1,0 mg de paclitaxel liposomal/kg de peso
corporal) por infusion intravenosa central o periférica durante un periodo de 2-4 h. La velocidad de infusion se habia
aumentado lentamente hasta una velocidad maxima de 2,5 ml/min. La premedicacién dependiente del sexo, de la
edad y de la afeccion del paciente. En el caso especifico del paciente anteriormente mencionado se ha dado
dexametasona y un antihistaminico.

El MBT-0206 se ha administrado una vez semanalmente con una pauta de incremento de la dosis, comenzando con
0,25 mg de paclitaxel liposomal/kg de pc 2 veces, 0,5 mg de paclitaxel liposomal/kg de pc 1 vez y después una dosis
de consolidacion de 1,0 mg de paclitaxel liposomal/kg de pc 19 veces. Este tratamiento tras 22 administraciones
semanales esta aun en desarrollo y hasta ahora no se ha informado de ninguna reaccion adversa del farmaco.
Ademas el perfil de seguridad favorable de la ultima evaluacion del tamafio tumoral, que se ha llevado a cabo
mediante un escaner de TC del higado, ha mostrado una enfermedad estable.

6. Informe del caso n° 3

En otro caso un paciente con cancer de prostata que se hizo refractario a la terapia hormonal, se ha tratado con
1,0 mg de paclitaxel liposomal/kg de pc, 3 veces semanalmente cada tercer dia en las mismas condiciones de
preparacion y administracion que se han descrito anteriormente. La premedicacion contenia dexametasona y
antihistaminicos. La dosis acumulada de paclitaxel liposomal para este paciente en 7 dias era de 3,0 mg de
paclitaxel liposomal/kg de pc.

7. Pauta de dosificacion baja con paclitaxel liposomal

Las células endoteliales inmortalizadas (EA.hy926) se sembraron en placas de 24 pocillos (4 x 10* células por
pocillo) y se hicieron crecer durante la noche. Al dia siguiente, 9 pocillos se trataron durante 1 h con la dosis baja de
51,2 ng/ml de paclitaxel liposomal (60 nM) formulada como MBT-0206. Ademas, 3 pocillos por formulacién se
trataron con la dosis alta de 153,7 ng/ml (180 nM) de paclitaxel liposomal formulado como MBT-0206 durante 1h y
los 3 pocillos restantes permanecieron sin tratarse. Aproximadamente 24 h después, 6 de los 9 pocillos tratados con
la dosis baja se trataron de nuevo con las mismas dosis bajas de MBT-0206 durante 1 h (es decir 2 x grupos de
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tratamiento). De nuevo 24 h después, 3 de estos 6 pocillos tratados dos veces se trataron durante la tercera vez con
51,2 ng/ml de paclitaxel formulado como MBT-0206 durante 1 h (3 x grupos de tratamiento). Aproximadamente 96 h
después de este tercer tratamiento, se cuantificé la viabilidad celular de todos los pocillos. Para este fin, se aplicé un
ensayo que mide la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales usando la sal tetrazdlica bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) de acuerdo con los protocolos convencionales (por ejemplo {Lindl, 1994
n ° 28} con ligeras modificaciones).

Los resultados demostraron que la viabilidad de las células tratadas durante 3 veces con una dosis baja de MBT-
0206 es al menos tan considerablemente reducida como la viabilidad de las células tratadas solo una vez con una
dosis alta. Las células tratadas una vez o dos veces con la dosis baja de MBT-0206 exhiben una viabilidad
aumentada en cierto modo que, sin embargo, se reduce en comparacion con las células sin tratar.

Conclusion

Los tratamientos con dosis altas de MBT-0206 pueden reemplazarse usando dosis bajas a una mayor frecuencia.
Existe una correlacion entre la densidad del tratamiento (n° de tratamientos por semana) y la eficacia del tratamiento.
Tres tratamientos semanales con dosis bajas eran superiores a 1 o 2 tratamientos semanales. Este régimen de
dosificacion optimizada reduce potencialmente los efectos secundarios téxicos causados por los tratamientos con
una dosis alta.

8. Eficacia antitumoral del MBT-0206 en combinacion con gemcitabina (50 mg/kg) en tumores pancreaticos
de L3.6pl

Modelo animal
Especies: ratones Balb/c nu/nu machos
Modelo tumoral: tumor pancreatico de L3.6pl ortotopico soélido (altamente metastasico; Bruns CJ, Harbison MT,
Kuniyasu H, Euel, Fidler 1J. In vivo selection and characterization of metastatic variants from human pancreatic
adenocarcinoma by using orthotopic implantation in nude mice. Neoplasia 1999; (1):50-62).
Suministrador: Charles River France

Tratamiento
Comienzo del tratamiento: dia 7 tras la inoculacién del tumor

Ultimo tratamiento: dia 26 tras la inoculacién del tumor

Dosis: MBT-0206 con 5 mg de paclitaxel/lkg de pc por aplicacion, paclitaxel a 5 mg de paclitaxel/kg de pc por
aplicacién, gemcitabina (Gemzar) a 50 mg/kg por aplicacion

Pauta:
MBT-0206, paclitaxel, trehalosa: d 7, 10, 12, 14, 17, 19, 21, 24, 26
Gemcitabina: d 7, 11, 14, 18, 21, 25

Combinacion: monotratamientos combinados

Ruta de aplicacion:

MBT-0206, paclitaxel, trehalosa: i.v. en bolo en la vena de la cola
Gemcitabina: i.p. en bolo

Grupos (n =9; n = 2-5 en dia 26, 28) | Tratamiento

Trehalosa, paclitaxel, MBT-0206 d7,10, 12,14, 17,19, 21, 24, 26
Gemocitabina [50 mg/kg] d7,11, 14,18, 21, 25

MBT-0206 [5 mg/kg de pc] + d7,10,12,14,17,19, 21, 24, 26
Gemocitabina [50 mg/kg] d7,11, 14,18, 21, 25

La mortalidad era baja antes del dia 21: solo murieron 1 animal control y 1 MBT-0206. En el dia 24 la mortalidad
aumentd por razones desconocidas: 3 animales MBT-0206, 1 Gemzar y 4 controles se murieron en el dia 24.

El peso corporal no se afectd por ambos tratamientos, solo el peso de los tumores de los controles disminuyé un 18
% durante la ultima semana.
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Parametros monitorizados

- Volumen tumoral palpado en el dia 10, 12, 14, 17, 19, 21, 24 tras la inoculacién y en el dia 26, 28 tras la
extraccion.
- Necropsia tras la extraccion en el dia 26 y 28

Resultados

No pudieron observarse efectos de ningun tratamiento mediante palpacion tres dias después del comienzo del
tratamiento. Se observé un fuerte efecto antitumoral tras una semana y en el dia 24 mediante palpacion, con la
siguiente clasificacion en eficacia: Gemzar-50 = paclitaxel < MBT-0206 < MBT-0206 + Gemzar. Sin embargo, tras la
extraccion en el dia 26, los volumenes tumorales medidos de todos los grupos eran claramente menores
comparados con el dia 24. Esta diferencia en tamafo es mas probable debido a la palpacién imprecisa antes de la
extraccion. En el dia 24 el tamario tumoral se reduce al ~ 30 % por los monotratamientos comparado con el grupo
control (n=2). La combinacion de MBT-0206 + Gemzar dio como resultado la reduccion mas fuerte del tamafio
tumoral al 13 %, que era significativamente (p < 0,05) mas eficaz comparado con paclitaxel, Gemzar y MBT-0206
solos. En el dia 28 el grupo control (n=2) no se muestra debido a que uno de los dos tumores era extremadamente
pequefio comparado con todos los demas tumores (dia 24, 26, 28) y por consiguiente se consideré6 como no
representativo. Los tumores tras los monotratamientos mostraron un débil incremento en el tamafio tumoral
comparado con el dia 26 (paclitaxel: 536 mm?>; MBT-0206: 392 mm?®; Gemzar: 398 mm3), mientras que la terapia de
combinacién condujo a una regresion ligera del tumor entre el dia 26 y 28 a 88 mm?.

Estos datos muestran una fuerte eficacia antitumoral del paclitaxel, Gemzar y MBT-0206 en este modelo. La accion
antitumoral del MBT-0206 es ligeramente mas fuerte que la del paclitaxel pero similar a la del Gemzar. La
combinacién de MBT-0206 y Gemzar muestra una sorprendente eficacia antitumoral.

9. Eficacia antitumoral del MBT-0206 en combinacion con gemcitabina (100 mg/kg) en tumores pancreaticos
de L3.6pl

Modelo animal

Especie: ratones Balb/c nu/nu machos
Modelo tumoral: tumor pancreatico de L3.6pl ortotdpico sdlido (altamente metastasico). Suministrador: Charles
River France

Tratamiento

Comienzo del tratamiento: dia 8 tras la inoculacion del tumor (01.05.03)
Ultimo tratamiento: dia 26 tras la inoculacion del tumor (19.05.03)
Pauta:

MBT-0206, paclitaxel, trehalosa: d 9, 12, 14, 16, 19, 21, 23, 26
Gemcitabina: d 8, 12, 15, 19, 22, 26
Combinacion: monotratamientos combinados

Grupos (n =9) Tratamiento

Trehalosa, paclitaxel, MBT-0206 d9, 12, 14, 16, 19, 21, 23, 26
Gemocitabina [100 mg/kg] d 8, 12, 15,19, 22, 26
MBT-0206 [5 mg/kg de pc] + d9, 12, 14, 16, 19, 21, 23, 26
Gemocitabina [100 mg/kg] d 8, 12, 15,19, 22, 26

Parametros monitorizados

- Volumen tumoral palpado en el dia 23, 26 tras la inoculacion y tras la extraccion
- Peso corporal del dia 1,7, 12, 16, 19, 21, 23, 27
- Necropsia tras la extraccion en el dia 27

Resultados (véanse figuras 1y 2)

Se observé un claro efecto antitumoral de todos los tratamientos terapéuticos en el dia 23 tras la inoculacion del
tumor, con una eficacia notoria de la terapia de combinacion (fig. 1). Clasificacion de la inhibicion tumoral: paclitaxel
< MBT-0206 = Gemzar-50 < MBT-0206 + Gemzar. Comparados con el grupo control, los volimenes tumorales
finales se redujeron significativamente mediante MBT-0206 al 46 % (p < 0,05), mediante Gemzar al 47 % (p < 0,01)
y mediante la terapia de combinacion al 22 % (p < 0,01) en el dia 27. El tratamiento con paclitaxel redujo el volumen
tumoral final al 68 %, que no era significativo. De manera interesante, la eficacia de MBT-0206 y la terapia de
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combinaciéon eran mas pronunciadas en el dia 23. El responsable de esto podria ser el intervalo terapéutico
prolongado durante el fin de semana entre el dia 23 y el 27. Estos datos revelan una clara eficacia antitumoral del
paclitaxel, Gemzar y MBT-0206 en este modelo. La accién antitumoral del MBT-0206 es ligeramente mas fuerte que
la del paclitaxel pero similar a la del Gemzar. Tanto el MBT-0206 como la combinaciéon con Gemzar inhibieron la
formacion de metastasis (fig. 2). La metastasis hepatica estaba ausente solo en estos dos grupos. Ademas, solo en
el grupo de combinacion las metastasis en los ganglios linfaticos eran raras. Los datos revelaron que la combinacion
de MBT-0206 y Gemzar aumenta la eficacia antitumoral de ambas monoterapias.

La mortalidad se incrementd ligeramente en los grupos de tratamiento, en especial durante el tratamiento
combinatorio (4 ratones murieron). Ninguin animal control murié antes de la extraccion.

El peso corporal de los ratones control disminuyo un 18 % durante los ultimos 11 dias. Durante este periodo también
se observé una disminucion transitoria para los ratones tratados conduciendo a una pérdida de peso del 2 % para
paclitaxel, 12 % para MBT-0206, 19 % para la combinacién y 22 % para Gemzar.

10. Eliminacion de células resistentes a paclitaxel (por ejemplo lineas celulares tumorales)

Para demostrar el potencial del MBT-0206 para eliminar directamente tumores que expresan (multi)resistencia a los
farmacos, dos lineas celulares tumorales de mamiferos altamente resistentes a paclitaxel se investigaron in vitro.
Estas lineas celulares se seleccionaron aumentando escalonadamente la concentracién de paclitaxel en el medio de
cultivo. Ambas lineas celulares han desarrollado un alto nivel de resistencia que se refleja mediante las
concentraciones para la inhibicion del crecimiento del 50 % (valor IC50) para el paclitaxel de alrededor de 1 0 5 uM
(867 o0 5000 ng/ml). En ambos casos, el MBT-0206 es claramente superior al paclitaxel en la eliminacién de células
tumorales resistentes a los farmacos. Por el contrario, en las lineas celulares sensibles o de baja resistencia a los
farmacos, el MBT-0206 tiene un potencial de eliminacién mas o menos idéntico al paclitaxel.

MBT-0206 y el sarcoma de utero humano derivado de la linea celular Mes-SA y sus lineas derivadas

La linea celular derivada Mes-SAD/Dx-5ygt altamente resistente a paclitaxel se seleccioné con concentraciones
crecientes de paclitaxel de la linea Mes-SA/Dx-5 disponible en el mercado (ATCC, {Harker, 1986 n° 29}). Como se
muestra en la Fig. 3, es altamente resistente al paclitaxel indicado mediante el valor IC50 de 867 ng/ml.
Asombrosamente, se encuentra que el MBT-0206 esta eliminando esta linea celular mucho mas eficazmente,
reflejado por el valor IC50 aproximadamente 20 veces menor. La linea Mes-SA/Dx-5 disponible en el mercado que
se selecciond de la linea Mes-SA parental con doxorubicina ({Harker, 1986 n° 29}) expresa un nivel bajo de
resistencia cruzada para paclitaxel (comparense Figs. 3 — 5). El valor IC50 para el paclitaxel es aproximadamente 7
veces menor que en Mes-SA/Dx-5ygT. Al mismo tiempo, solo existe una ligera tendencia del potencial de eliminacion
mayor del MBT-0206 comparado con paclitaxel en esta linea celular (Fig. 4). La linea Mes-SA parental es altamente
sensible para el paclitaxel indicado mediante el bajo valor IC50 de 5,5 ng/ml (Fig. 5). Frente a esta linea sensible a
los farmacos, el MBT-0206 tiene el mismo potencial de eliminacién que el paclitaxel. Esto también es cierto para
otras lineas sensibles a paclitaxel investigadas hasta ahora. Como ejemplo para esta idea los resultados de los
tratamientos con MBT-0206 y paclitaxel de la linea EA.hy926 endotelial inmortalizada se muestran en la Fig. 8.

MBT-0206 y el carcinoma de colén murino derivado de la linea celular Colon-26

De manera similar a Mes-SA/Dx-5ugT, Una linea altamente resistente a paclitaxel derivada de la linea Colon-26 de
carcinoma de colén murino (Cell lines Service, Heidleberg) se establecié y llamé Colon-26yer. El valor IC50 para el
paclitaxel es aproximadamente 5 pug/ml (Fig. 6). Al igual que en Mes-SAD/Dx-5ugT, €l MBT-0206 tenia un potencial
claramente mayor para inhibir el crecimiento de esta linea celular. En esta linea celular, los valores IC50 difieren en
un factor de 3. En linea con el resultado mostrado para las células Mes-SA y EA.hy926, la linea Colon-26 parental
sensible a los farmacos es igualmente sensible para MBT-0206 y paclitaxel (Fig. 7).

Conclusion

En las lineas celulares altamente resistentes a paclitaxel, el MBT-0206 tiene potencial de eliminacion
significativamente mayor que el paclitaxel. En las lineas sensibles a paclitaxel, ambas formulaciones de paclitaxel
tienen una eficacia comparable. Por lo tanto el MBT-0206 también puede ser capaz de eliminar tumores
(multi)resistentes a los farmacos directamente in vitro e in vivo. Puede, por lo tanto, ser un nuevo enfoque para tratar
tumores en seres humanos (u otras enfermedades) que se vuelven no respondedoras para el paclitaxel.

11. Terapia del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello recurrente

Se llevé a cabo una evaluacion de la seguridad de liposomas cationicos cargados de paclitaxel (MBT-0206) en
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello recurrente, refractario a la terapia.
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Diseno del estudio

- Pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello recurrente, refractario a la terapia
- Enfermedad medible, definida como al menos una lesién que puede medirse con precisidon en al menos una
dimensién con exploraciéon por TC espiral / IRM

- Indice de rendimiento de Karnofsky > 60 %
- [Esperanza de vida > 4 meses

Administracion del farmaco

- se administré paclitaxel encapsulado en liposomas cationicos en 2 dosis: 0,55 mg de paclitaxel’kg y 1,10 mg de
paclitaxel/kg
- Tras un periodo de examen, el farmaco se inyecto via intravenosa en el dia 1,3y 5

Conclusiones

Durante y tras la inyeccion no se observaron signos de toxicidad aguda o crénica: los parametros de
seguridad vital y de laboratorio permanecieron casi constantes.

Los resultados indican que la dosis y la pauta sugerida de los estudios toxicoldgicos preclinicos se toleraron bien por
los pacientes.

Los liposomas cationicos se dirigieron selectivamente al endotelio del carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello. La flujometria laser Doppler confirmé el mecanismo antivascular de accion de la terapia.

12. El MBT-0206 (EndoTag 1) es eficaz frente a tumores in vivo resistentes a paclitaxel

Dos lineas celulares tumorales que muestran altas tasas de supervivencia tras tratamientos de 72 h con paclitaxel in
vitro se usaron para modelos tumorales de ratdn para investigar el potencial del MBT-0206 in vivo. En estos modelos
tumorales, puede demostrarse que el MBT-0206 es un inhibidor del crecimiento tumoral significativamente mas
eficaz que el paclitaxel.

1. Un derivado altamente resistente a paclitaxel (Mes-SA/Dx-5ugt, IC50 de 0,87 ng/ml) se selecciond del
derivado celular Mes-SA/Dx-5 de sarcoma de utero humano disponible en el mercado (ECACC). Esta linea
moderadamente resistente se origina de la linea Mes-SA parenteral altamente sensible. Como se muestra en la
Fig. 9, la linea Mes-SA/Dx-5usT exhibe una tolerancia al paclitaxel ~ 150 veces aumentada comparado con la
linea Mes-SA parental tal y como se evalla por sus respectivos valores IC50. Para experimentos in vivo, las
células Mes-SA/Dx-5ugT se inyectaron via subcutanea (s.c) en ratones NMRI desnudos. Los tratamientos con
MBT-0206 o paclitaxel se comenzaron en el dia 12 y se extendieron hasta el dia 21 con 3 dosis semanales (5
mg/kg de pc de paclitaxel). El tamafio tumoral medio de los animales tratados con MBT-0206 se comparé con el
tamafio tumoral medio de los animales tratados con paclitaxel 2 dias después del ultimo tratamiento (dia 23 tras
el comienzo de los tratamientos). La reduccion inducida por MBT-0206 comparada con paclitaxel se da en %
(véase la tabla a continuacion). Como se muestra en la tabla a continuacién y en la Figura 9, el MBT-0206 era
claramente mas eficaz que el paclitaxel en este modelo tumoral en la reduccién del crecimiento tumoral en ~ 1/3.

2. En lo referente a la linea Sk-Mel28 de melanoma dérmico humano, la linea disponible en el mercado ya exhibe
alta resistencia a paclitaxel (IC50 de 5,8 pg/ml, Fig. 10) y no esta disponible ninguna linea derivada sensible para
la comparacion. In vivo, estas células se inyectaron en ratones SCID portadores de trasplante de piel humana
entre el trasplante de piel humana y la piel del raton aceptor. Los tratamientos se comenzaron en el dia 17 tras la
inyeccion de las células tumorales y se extendieron al dia 28 con dosis (12,5 mg/kg de pc) cada dos dias. El
potencial terapéutico del MBT-0206 y paclitaxel se compararon en el dia 7 tras el comienzo de los tratamientos
(véase la tabla a continuacion). En este modelo tumoral, el MBT-0206 bloqued casi completamente el desarrollo
tumoral mientras que el paclitaxel era completamente ineficaz. Tras el tratamiento con MBT-0206, los tumores
solo crecieron marginalmente hasta aproximadamente 1/10 del tamafio de los tumores tratados con paclitaxel.

Tabla
Nombre del | Reduccion tumoral inducida por MBT-0206 | N° de animales en el grupo de MBT-0206 o
tumor frente a paclitaxel (%) paclitaxel
Mes-SA/Dx-5msT | 35,5 4/4
Sk-Mel28 90,0 6/5

Modelo tumoral Mes-SA/Dx-5ugr: volimenes tumorales en el dia 23 tras el comienzo del tratamiento (9 tratamientos,
es decir 3 por semana, del dia 12 al dia 31 tras la inyeccion de las células tumorales)

17




ES 2574231 T3

Modelo tumoral Sk-Mel: volimenes tumorales en el dia 7 tras el comienzo del tratamiento (6 tratamientos cada dos
dias, es decir del dia 17 al dia 28 tras la inyeccion de células tumorales).

Los siguientes puntos son parte de la descripcion:

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

1. Uso de una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente
30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente
0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o anionico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente
70 % en moles para la fabricacion de una composicién farmacéutica para la administracion a un paciente
humano que lo necesita en una dosis mensual de aproximadamente 0,25 mg hasta aproximadamente 60 mg de
paclitaxel / kg de peso corporal de dicho paciente.

2. El uso de la reivindicacion 1, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 0,5 mg hasta
aproximadamente 30 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

3. El uso de la reivindicacion 1 o 2, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 1,0 mg hasta
aproximadamente 15 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

4. El uso de la reivindicaciéon 1 o 2, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 1 a aproximadamente
7,5 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

5. El uso de la reivindicacion 1 o 2, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 20 a aproximadamente
60 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la administraciéon de dicha preparacion liposomal
catidnica es al menos una vez diaria.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la administracién de dicha preparacién liposomal
catiénica es una multitud de veces durante un periodo de un mes, estando separada cada una de dichas veces
por un intervalo de entre un dia y 3 semanas.

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde la administracién de dicha preparacioén liposomal
catiodnica es

(i) al menos 3 veces, especialmente 3-5 veces en la primera semana, seguido de un intervalo de 1-3
semanas sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo,

(ii) una vez en la primera semana seguido de un intervalo de al menos una semana, especialmente 1-3
semanas, sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo,

(iii) una vez a la semana durante una semana o varias semanas sucesivas, 0

(iv) una combinacion de (i), (ii) y/o (iii).

9. Uso de una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente
30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente
0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente
70 % en moles para la fabricaciéon de una composicion farmacéutica para una terapia de combinacion
simultanea, separada, o secuencial con una dosis eficaz en conjunto de al menos un agente activo adicional y/o
calor y/o radiacion y/o crioterapia.

10. El uso de la reivindicacién 9, donde la composicién es para una terapia de combinaciéon simultanea con una
dosis eficaz en conjunto de al menos un agente activo adicional.

11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde dicha preparacién liposomal catidnica
comprende paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 2 % en moles a aproximadamente 8 % en
moles.

12. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde dicha preparacién liposomal catidnica
comprende paclitaxel en una cantidad de aproximadamente 2,5 % en moles a aproximadamente 3,5 % en moles.

13. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde dicha preparacién liposomal catidnica
comprende 50:47:3 % en moles de DOTAP, DOPC y paclitaxel.

14. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde dicha preparacion liposomal catiénica no
comprende esencialmente cristales de paclitaxel.

15. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para el tratamiento de una afecciéon asociada a
angiogénesis.
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16. El uso de la reivindicacién 15 para el tratamiento de cicatrizacién de heridas, cancer, una enfermedad
inflamatoria o una enfermedad inflamatoria crénica tal como artritis reumatoide, dermatitis, psoriasis o
endometriosis.

17. Uso de una preparacién liposomal catidnica que comprende al menos un lipido catiénico de
aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente activo en una cantidad de al
menos aproximadamente 0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en
moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una composicién farmacéutica para la
prevencion o tratamiento de trastornos asociados con y/o acompafiados de la aparicion de células resistentes a
los farmacos, por ejemplo para la prevencion o tratamiento de tumores resistentes a los farmacos.

18. El uso de la reivindicaciéon 17 como tratamiento de segunda o tercera linea, particularmente para cancer.

19. El uso de la reivindicacion 17 o 18, donde dicha preparacion liposomal catiénica comprende 50:47:3 % en
moles de DOTAP, DOPC y paclitaxel.

20. Uso de una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catidnico de
aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente activo en una cantidad de al
menos aproximadamente 0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en
moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una composicién farmacéutica para la
prevencion o tratamiento de la formacion de metastasis, por ejemplo el comienzo y/o progresion, particularmente
asociada con y/o acompafiada de un trastorno tumoral.

21. El uso de la reivindicacion 20 para la fabricaciéon de una composicién farmacéutica para la prevenciéon o
tratamiento de la formacion de metastasis hepatica.

22. Uso de una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catidnico de
aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente activo en una cantidad de al
menos aproximadamente 0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en
moles a aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una composicion farmacéutica para una terapia
de combinacion simultanea, separada, o secuencial con una dosis eficaz en conjunto de al menos un agente
activo adicional y/o calor y/o radiacion y/o crioterapia frente al comienzo y/o progresion de metastasis, por
ejemplo asociada con y/o acompafiada de los tumores.

23. El uso de la reivindicaciéon 22, donde la composicion es para una terapia de combinacion simultanea con una
dosis eficaz en conjunto de al menos un agente activo adicional.

24. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23, donde dicho agente activo se selecciona de una
sustancia citotoxica o citoestatica tal como una sustancia activa antitumoral o una anti-células endoteliales, un
agente quimioterapéutico o una sustancia activa inmunolégica.

25. El uso de una cualquiera de la reivindicacién 20-24, donde dicha preparacion liposomal catiénica comprende
50:47:3 % en moles de DOTAP, DOPC y paclitaxel.

26. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 20-25, donde dicho agente activo se selecciona de un
taxano, una camptotecina, una estatina, un depsipéptido, talidomida, otros agentes que interactian con
microtubulos tales como discodermolida, laulimalida, isolaulimalida, eleuterobina, Sarcodictina A y B, y en una
realizacién mas preferida se selecciona de paclitaxel, docetaxel, captotecina o cualquier derivado de los mismos.

27. El uso de la reivindicacion 9 o 22, donde dicho agente activo adicional es una sustancia activa anti-células
endoteliales, una sustancia activa antitumoral, o un agente quimioterapéutico, una sustancia activa inmunolégica,
un compuesto que reduce o elimina las reacciones de hipersensibilidad o un quimiosensibilizador.

28. El uso de las reivindicaciones 9, 22 o 27, donde dicho agente activo adicional se selecciona de agentes
antioneoplasicos especialmente agentes antimitéticos como paclitaxel, agentes alquilantes especialmente platino
que contienen compuestos como cisplatino, carboplatino, agentes inhibidores de las topoisomerasas de ADN
como camptotecina o doxorubicina, antimetabolitos de ARN/ADN, especialmente 5-fluorouracilo o gemcitabina y
otros compuestos que tienen actividad antitumoral.

29. El uso de la reivindicacion 27, donde dicho compuesto que reduce o elimina las reacciones de
hipersensibilidad se selecciona del grupo que comprende esteroides, antihistaminicos, antagonistas de los
receptores H2, y combinaciones de los mismos en una cantidad suficiente para prevenir las reacciones
anafilacticas letales.

30. El uso de la reivindicacion 28, donde dicho compuesto se selecciona del grupo que comprende ranitidina,
dexametasona, difenhidramina, famotidina, hidrocortisona, clemastina, cimetidina, prednisolona, clorfeniramina,
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clorfenamina, maleato de dimetindeno y prometazina.

31. El uso de la reivindicacion 27, donde dicho quimiosensibilizador se selecciona del grupo que comprende
moduladores del ciclo celular, sustancias que revierten una resistencia a los farmacos como verapamilo,
sustancias vasoactivas como farmacos antihipertensivos, sustancias que modifican las interacciones de
liposomas cationicos con componentes de la sangre como protamina.

32. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-31 para el tratamiento del cancer, especialmente cancer
pancreatico, cancer pancreatico inoperable, cancer gastrointestinal, cancer de pulmon, cancer colorrectal o
gastrico, cancer de mama, cancer de préstata y melanoma.

33. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32, donde dicha preparacién liposomal catiénica
comprende liposomas que tienen un diametro medio de particula de aproximadamente 25 nm a
aproximadamente 500 nm, preferentemente aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm.

34. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, donde dicha preparaciéon liposomal catidnica se
administra sistematicamente, preferentemente via intravenosa.

35. Uso de una preparacion liposomal catidénica que comprende al menos un lipido catidnico de
aproximadamente 30 % en moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos
aproximadamente 0,1 % en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en moles a
aproximadamente 70 % en moles para la fabricacion de una composicion farmacéutica para la administracion a
un paciente humano que lo necesita en una dosis mensual de aproximadamente 9 mg hasta aproximadamente
2337 mg de paclitaxel/m2 de superficie corporal de dicho paciente humano.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en
moles y al menos un lipido neutro y/o anidnico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en la administracion a un paciente humano que lo necesite en el tratamiento de una afeccién
asociada con angiogénesis seleccionada de cicatrizacion de heridas, cancer, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad inflamatoria crénica seleccionada de artritis reumatoide, dermatitis, psoriasis o endometriosis en una
cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de paclitaxel / kg de peso corporal de dicho paciente por dosis unitaria
Unica en una dosis mensual de aproximadamente 0,25 mg hasta aproximadamente 60 mg de paclitaxel / kg de peso
corporal.

2. La preparacion para el uso de la reivindicacion 1, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 1,0 mg
hasta aproximadamente 15 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

3. La preparacioén para el uso de la reivindicacién 1 o 2, donde dicha dosis mensual es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 7,5 mg de paclitaxel / kg de peso corporal.

4. La preparacion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la administracién de dicha
preparacion liposomal catiénica es una multitud de veces durante un periodo de un mes, estando cada una de
dichas veces separadas por un intervalo de entre un dia y 3 semanas.

5. La preparacién para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la administraciéon de dicha
preparacion liposomal catiénica es

(i) al menos 3 veces, especialmente 3-5 veces en la primera semana, seguido de un intervalo de 1-3 semanas
sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo,

(i) una vez en la primera semana seguido de un intervalo de al menos una semana, especialmente 1-3 semanas,
sin administracion, y opcionalmente una o varias repeticiones de este protocolo,

(iii) una vez a la semana durante una semana o varias semanas sucesivas, 0

(iv) una combinacion de (i), (ii) y/o (iii).

6. Una preparacion liposomal catidnica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en
moles y al menos un lipido neutro y/o anionico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en una terapia de combinacién simultanea, separada, o secuencial de un paciente humano con
una dosis eficaz en conjunto de al menos un agente activo adicional, que se selecciona de agentes antineoplasicos,
especialmente agentes antimitéticos seleccionados de paclitaxel, agentes alquilantes, especialmente platino que
contiene compuestos seleccionados de cisplatino, carbopaltino, agentes inhibidores de las topoisomerasas de ADN
seleccionados de camptotecina o doxorubicina, antimetabolitos de ARN/ADN, especialmente 5-fluorouracilo o
gemcitabina y otros compuestos que tienen actividad antitumoral, o un compuesto que reduce o elimina las
reacciones de hipersensibilidad que comprende esteroides, antihistaminicos, antagonistas de los receptores H2 y
combinaciones de los mismos en una cantidad suficiente para prevenir las reacciones anafilacticas letales, o un
compuesto que comprende ranitidina, dexametasona, difenhidramina, famotidina, hidrocortisona, clemastina,
cimetidina, prednisolona, clorfeniramina, clorfenamina, maleato de dimetindeno y prometazina, o un
quimiosensibilizador que comprende moduladores del ciclo celular, sustancias que revierten una resistencia a los
farmacos seleccionadas de verapamilo, sustancias vasoactivas seleccionadas de farmacos antihipertensivos,
sustancias que modifican las interacciones de liposomas catidnicos con componentes de la sangre seleccionadas de
protamina y/o calor y/o radiacién y/o crioterapia,

donde la dosis unitaria Unica de paclitaxel liposomal esta en una cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de
paclitaxel / kg de peso corporal de dicho paciente.

7. La preparacion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde dicha preparacion liposomal
catiénica comprende paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 2 % en moles a aproximadamente
8 % en moles.

8. La preparacién para el uso de las reivindicaciones 1-7 para la administraciéon en la cicatrizacién de heridas,
cancer, una enfermedad inflamatoria o una enfermedad inflamatoria crénica seleccionada de artritis reumatoide,
dermatitis, psoriasis o endometriosis.

9. Una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catidnico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 %
en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en la prevencioén o tratamiento de trastornos asociados con y/o acompariados de la aparicion de
células resistentes a los farmacos, por ejemplo para la prevencidon o tratamiento de tumores resistentes a los
farmacos, de un paciente humano en una cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de paclitaxel / kg de peso
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corporal de dicho paciente por dosis unitaria Unica, donde dicho agente activo es paclitaxel.

10. Una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, un agente activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 %
en moles y al menos un lipido neutro y/o aniénico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en la prevencion o tratamiento de la formacion de metastasis, por ejemplo, el comienzo y/o
progresion, particularmente asociada con y/o acompafiada de un trastorno tumoral, de un paciente humano en una
cantidad de aproximadamente 0,01 a 2,5 mg de paclitaxel / kg de peso corporal de dicho paciente por dosis unitaria
Unica, donde dicho agente activo es paclitaxel.

11. La preparacién para el uso de una cualquiera de la reivindicaciéon 1-10, donde dicha preparacién liposomal
catidnica comprende 50:47:3 % en moles de DOTAP, DOPC y paclitaxel.

12. La preparacion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para el tratamiento de cancer,
especialmente cancer pancreatico, cancer pancreatico inoperable, cancer gastrointestinal, cancer de pulmoén, cancer
colorrectal o gastrico, cancer de mama, cancer de préstata y melanoma.

13. Una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en
moles y al menos un lipido neutro y/o anionico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en la prevencion o tratamiento de trastornos asociados con y/o acompafiados de la aparicion de
células resistentes a los farmacos, por ejemplo para la prevenciéon o tratamiento de tumores resistentes a los
farmacos, de un paciente humano.

14. Una preparacion liposomal catiénica que comprende al menos un lipido catiénico de aproximadamente 30 % en
moles a aproximadamente 99,9 % en moles, paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1 % en
moles y al menos un lipido neutro y/o anionico de aproximadamente 0 % en moles a aproximadamente 70 % en
moles para su uso en la prevencidon o tratamiento de la formacion de metastasis, por ejemplo el comienzo y/o
progresion, particularmente asociada con y/o acomparfiada de un trastorno tumoral, de un paciente humano.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

10
08 -
06
0.4

0.2

—=— |C50 Taxol 14,7 ng/ml

—e— |C50 MBT-0206 18,2 ng/ml

0,0 -
0.01

NS B e o E 2 IS RANNE R B AR | T T YT YT

0.1 1 10 100 1000

Concentracion del farmaco [ng/ml] - .

31

T Ty —T—T

10000



DO 550nm

ES 2574231 T3

Figura 9
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