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DESCRIPCION
Uso médico de liposomas hidrolizables por sPLA2
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a sistemas para la administracion de farmacos en liposomas y a su uso en terapia.
Antecedentes
Liposomas para la administracion de farmacos

Los liposomas son esferas microscépicas que se desarrollaron como vehiculos/sistemas de administracion de
farmacos en la década de 1980. Los primeros productos farmacéuticos basados en liposomas fueron aprobados
para uso comercial en la década de 1990.

Los liposomas tienen tres compartimentos distintos que se pueden utilizar para transportar diversos compuestos
tales como farmacos: El compartimento interior acuoso; la bicapa hidréfoba; y la interfase polar de la laminilla interna
y externa. Dependiendo de la naturaleza quimica del compuesto a encapsular, éste sera localizado en cualquiera de
los compartimentos.

Los liposomas se consideran un sistema prometedor de administracion de farmacos ya que se dirigen de forma
pasiva a un tejido tumoral utilizando las caracteristicas fisiopatologicas de los tumores solidos tales como hiperplasia
y aumento de la permeabilidad vascular pero también un defecto en el drenaje linfatico. Estas caracteristicas facilitan
la extravasacion de las nanoparticulas y los liposomas pueden ser retenidos en el tejido durante un periodo de
tiempo mas largo debido al efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR).

La propiedad de los liposomas como vehiculos de administracion de farmacos depende de forma crucial de su carga
superficial, permeabilidad, solubilidad, estabilidad, etc., que estan influenciadas de modo importante por los lipidos
comprendidos en la composiciéon del liposoma. Ademas, el farmaco a encapsular en el liposoma puede necesitar
otros requisitos a tener en cuenta en la preparacion de una formulacién de liposomas estable.

Las consideraciones con respecto a la seguridad y eficacia de los farmacos requieren que las formulaciones en
liposomas mantengan sus propiedades, es decir, que permanezcan estables, desde el momento de la preparacion
hasta la administraciéon. Ademas, es deseable que estas formulaciones estén intactas durante el transporte en el
sujeto tratado hasta que alcancen el sitio diana, donde el farmaco es especificamente liberado.

El uso terapéutico de liposomas cargados negativamente puede inducir reacciones de hipersensibilidad no mediadas
por IgE observadas en los pacientes tratados con productos liposomales. Se cree que estas reacciones adversas
son el resultado de la produccién de anafilatoxina través de la activacion del complemento.

La administracion repetida de formulaciones liposomales PEGiladas ha dado como resultado en algunos casos un
aclaramiento sanguineo acelerado (fenémeno ABC) que conduce a un rapido aclaramiento del torrente circulatorio y
al correspondiente aumento de la acumulacion en el higado y en el bazo cuando se compara con la primera dosis. El
fendmeno ABC puede provocar la liberacion no deseada del compuesto encapsulado en 6rganos que tienen
liposomas acumulados. Ademas, el fendomeno ABC normalmente no se desea ya que puede evitar que los
liposomas se acumulen en los sitios deseados.

Se han descrito varias estrategias de direccionamiento para los liposomas, por ejemplo, la conjugacion a ligandos
especificos de la célula, tales como anticuerpos.

Liposomas hidrolizables por sPLA2

Se ha sugerido otra estrategia basada en los niveles elevados de la fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) en tejido
canceroso y también en sitios de inflamacion. La idea basica es que se pueden preparar liposomas que son
hidrolizables por la sPLA2 y que la hidrdlisis por sPLA2 lleva a la liberacion del farmaco encapsulado dentro del
liposoma. Por otra parte, los productos de la hidrolisis por sPLA2, un lisolipido y un acido graso actuan como
permeabilizadores de las membranas celulares llevando a un aumento de la absorcién celular del farmaco. Puesto
que los niveles de sPLA2 son elevados en los tejidos cancerosos y en los sitios de inflamacion, los liposomas
activados por sPLA2 se pueden usar preferiblemente para administrar farmacos encapsulados a dichos sitios.

Varios documentos han descrito liposomas activados por sPLA2, pero las aplicaciones terapéuticas no han sido
descritas hasta ahora.

El documento WO0158910 describe liposomas activados por sPLA2 que comprenden profarmacos de mono-éter
lisofosfolipidos. Este documento también describe la encapsulacion de compuestos bioactivos adicionales. Sin
embargo, no se indica ningun uso terapéutico de los liposomas descritos.

El documento WO0176555 sugiere el uso de un sistema de administracion de farmacos basado en lipidos para el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2658971 T3

tratamiento de enfermedades o afecciones asociadas con un aumento localizado de sPLA2 extracelular en el tejido
cutaneo o subcutaneo de un mamifero, para la administracion de un profarmaco de un éter-lisolipido que se activa
por sPLA2. El sistema comprende ademas un, asi llamado, compuesto activo marginal. Este documento no describe
la aplicacion topica a un mamifero tal como un ser humano. Por lo tanto, no se da a conocer ningun uso terapéutico
de los liposomas descritos.

El documento WO0176556 sugiere el uso de un sistema de administracion de farmacos basado en lipidos para el
tratamiento o la prevencién de una infecciéon parasitaria seleccionada de Leishmaniasis, Tripanosomiasis, malaria,
Entaboeba, Histolyticasis y "trematodo hepatico oriental chlomorchis sinensis", en el que el sistema comprende
profarmacos en forma de derivados de lipidos que se activan por sPLA2. Los liposomas pueden contener un
compuesto bioactivo adicional. No se demuestra ningun tratamiento real de las infecciones mencionadas ni se
administran los liposomas a un mamifero tal como un ser humano.

Los documentos WO06048017 y WO07107161 también describen liposomas activados por sPLA2, pero sin ninguna
descripcion de tratamiento médico.

Andresen et al, 2005a (Andresen TL, 2005) exponen la activacion y liberacion de profarmacos y farmacos
liposomales en el tejido canceroso provocada por la sPLA2. Entre otros, los autores dan a conocer datos de un
experimento que muestra la inhibicion del crecimiento tumoral en el modelo de ratén con xenoinjerto de mama MT-3.
El cisplatino encapsulado en liposomas degradables por sPLA2 (DSPC/DSPG/DSPE-PEG2000, no se dan
cantidades de los lipidos individuales) mostré un aumento de la inhibicion del crecimiento del tumor en comparacion
con una cantidad equivalente de cisplatino libre. Los autores observan también que en experimentos in vitro, los
liposomas degradables por sPLA2 cargados con cisplatino son mas citotoxicos que el cisplatino libre posiblemente
debido a un efecto aditivo perturbador de la membrana de los productos de hidrdlisis, lisolipidos y acidos grasos.
Este efecto podria ser util para facilitar la difusion transmembranal de cisplatino a los sitios diana intracelulares. No
se describe si este efecto puede conducir o no a efectos secundarios adversos de los liposomas activados por
sPLA2.

Andresen et al., 2005b (Andresen TL JS, 2005) también dan a conocer datos de un experimento que muestra la
inhibicion del crecimiento tumoral en el modelo de ratén con xenoinjerto de mama MT-3.

Incluso a la vista de las referencias expuestas anteriormente, no esta claro si los liposomas activados por sPLA2 se
pueden utilizar o no terapéuticamente. Ellos pueden ser, por ejemplo. eliminados rapidamente por las células del
sistema reticuloendotelial debido a su carga tipicamente negativa. Ellos también pueden ser simplemente demasiado
permeables para uso terapéutico. Otro parametro muy impredecible es la toxicidad de los liposomas por sPLA2.
Como se ha mencionado, los productos de la hidrolisis mediada por sPLA2, lisolipidos y acidos grasos, pueden
llevar a efectos secundarios no deseados, por ejemplo, a través de la permeabilizacion de las membranas celulares.
Por otra parte, se puede producir la liberacion del farmaco en sitios no deseados si la sSPLA2 esta presente a niveles
elevados en otros sitios aparte de los tumores. Tal liberaciéon de farmaco no deseada puede tener consecuencias
perjudiciales y evitar el uso terapéutico de los liposomas activados por sPLA2. La liberacién del farmaco en sitios no
deseados puede ser causada por niveles elevados de sPLA2 no esperados en tales sitios.

El uso terapéutico de los liposomas de carga negativa podria incluir reacciones de hipersensibilidad no mediadas por
IgE observadas en pacientes tratados con productos liposomales. Se cree que estas reacciones son un resultado de
la produccién de anafilatoxinas a través de la activacién del complemento.

La administracion repetida de formulaciones liposomales PEGiladas ha dado como resultado en algunos casos un
aclaramiento sanguineo acelerado (fenémeno ABC) que conduce a un rapido aclaramiento del torrente circulatorio y
al correspondiente aumento de la acumulacioén en el higado y en el bazo cuando se compara con la primera dosis. El
fendmeno ABC puede provocar la liberacion no deseada del compuesto encapsulado en 6rganos que tienen
liposomas acumulados.

Tratamiento que utiliza cisplatino

Las formulaciones de cisplatino libre tienen algunos efectos secundarios graves. Los mas importantes se enumeran
a continuacion:

Nefrotoxicidad - La principal toxicidad limitante de dosis de cisplatino es la insuficiencia renal relacionada con la
dosis y acumulativa. Se ha utilizado la administracion de cis-platino utilizando una perfusién de 6 a 8 horas con
hidratacion intravenosa para reducir la nefrotoxicidad. Sin embargo, todavia puede producirse toxicidad renal
después de la utilizacion de estos procedimientos.

Ototoxicidad - Se ha observado ototoxicidad en hasta un 31 % de los pacientes tratados con una dosis Unica de
cisplatino de 50 mg/m2, y se manifiesta por tinnitus y/o pérdida de la audicidon en el intervalo de alta frecuencia
(4.000 a 8.000 Hz). Los efectos ototoxicos pueden estar relacionados con la concentracion plasmatica maxima de
cisplatino.

Hematologicos - Se produce mielodepresion en el 25 % al 30 % de los pacientes tratados con cisplatino. La
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leucopenia y la trombocitopenia son mas pronunciadas a dosis mas altas (> 50 mg/m2). Se produce anemia
aproximadamente con la misma frecuencia que la leucopenia y la trombocitopenia.

Gastrointestinales - Se producen nauseas y vomitos acusados en casi todos los pacientes tratados con cisplatino, y
en ocasiones son tan graves que el farmaco debe ser discontinuado. Las nauseas y los vomitos normalmente
comienzan en un lapso de 1 a 4 horas después del tratamiento y duran hasta 24 horas.

Trastornos de los electrolitos séricos — Se han descrito hipomagnesemia, hipocalcemia, hiponatremia,
hipopotasemia, e hipofosfatemia en pacientes tratados con cisplatino y probablemente estan relacionadas con el
dano tubular renal.

Neurotoxicidad — La neurotoxicidad se caracteriza generalmente por neuropatias periféricas. Las neuropatias por lo
general se producen después de un tratamiento prolongado (de 4 a 7 meses); sin embargo, se han notificado
sintomas neuroldgicos que se producen después de una sola dosis.

Hepatotoxicidad - Se han notificado elevaciones transitorias de las enzimas hepaticas, especialmente SGOT, asi
como de bilirrubina, que se asocian con la administracion de cisplatino a las dosis recomendadas.

Por lo tanto, el tratamiento que utiliza cisplatino libre tiene varios efectos secundarios potenciales y existe la
necesidad de formulaciones de cisplatino con un riesgo reducido de efectos secundarios.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona liposomas hidrolizables por las sPLA para uso médico. Los
liposomas hidrolizables por sPLA2 preferiblemente comprenden un agente terapéutico tal como un agente
antitumoral de moléculas pequefas.

Otros aspectos de la presente invencion se refieren a métodos para reducir los efectos secundarios de los agentes
terapéuticos, por ejemplo, la reduccién de la nefrotoxicidad, neurotoxicidad y toxicidad gastrointestinal de un agente
terapéutico.

Otro aspecto mas de la presente invencion se refiere a métodos para prolongar el efecto terapéutico de un agente
terapéutico.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1.

Eficacia de LiPlaCis para los xenoinjertos de MT-3 (carcinoma de mama humano). Se trataron ratones atimicos con
tumores de crecimiento exponencial una vez por semana con 4 mg/kg de cisplatino o de LiPlaCis. El grupo control
se tratdé con solucion salina. Los grupos tratados con cisplatino y con solucion salina recibieron tres inyecciones
mientras que los ratones tratados con LiPlaCis solamente recibieron dos inyecciones debido a la toxicidad. Véase el
ejemplo 2 para detalles.

Figura 2.

Se inyectaron ratas (BrIHan: WIST@MOol(GALAS)) (3 ratas/tratamiento) con 3 mg/kg de cisplatino o LiPlacis y se
extrajo sangre a los tiempos indicados. Después de digestion acida, se analizé la fraccion de plasma en cuanto al
contenido de platino utilizando ICP-MS. Véase el ejemplo 2 para detalles.

Figuras 3-7

Farmacocinética y biodistribucién en ratones atimicos con xenoinjertos de MT-3. Se inyectaron ratones atimicos (3
ratones/punto de tiempo/tratamiento) que tienen tumores MT-3 de crecimiento exponencial, con una sola dosis de
cisplatino o LiPlaCis (3 mg/kg). Después de la extraccion de sangre, se sacrificaron los ratones en los puntos de
tiempo indicados y se diseccionaron los tumores y los 6rganos, se lavaron y se congelaron rapidamente. Después
de digestion acida, se midio el contenido de platino por ICP-MS. Véase el ejemplo 4 para detalles.

Figuras 8-11

Concentracion de cisplatino en sangre como funcion del tiempo después de la administracion de LiPlaCis. Véase el
ejemplo 6 para detalles.

Figuras 12-14

Concentracion de cisplatino en sangre como una funcién de la cantidad administrada de LiPlaCis. Véase el ejemplo
6 para detalles.
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Figura 15
Resumen de los datos de fase 1. Véase el ejemplo 6 para detalles.
Figura 16.

Datos detallados de la fase 1. WBC ~ gldbulos blancos, ANC ~ recuento absoluto de neutréfilos, PLT ~ plaquetas,
Hgb ~ hemoglobina, Nau ~ nauseas, Vom ~ vémitos, Dia ~ diarrea. Véase el ejemplo 6 para detalles.

Descripcion de la invencion

Los presentes inventores han llevado a cabo estudios in vivo con liposomas hidrolizables por sPLA2 (denominados
también en la presente memoria liposomas activados por sPLA2). Cuando se administraron los liposomas
hidrolizables por sPLA2 cargados con cisplatino (denominados también en esta memoria LiPlaCis) a los modelos de
ratones con tumor, se observé a menudo un aumento de la eficacia en comparacion con la administracion de
cisplatino libre. Sin embargo, el aumento de la eficacia se relacioné también a menudo con un aumento de la
toxicidad que conduce a la muerte de los ratones.

Sin embargo, los presentes inventores iniciaron un ensayo de escalada de dosis de fase 1 de cisplatino encapsulado
en liposomas hidrolizables por sPLA2 en pacientes con tumores avanzados o refractarios. El criterio principal de
valoracion del estudio fue la seguridad y la tolerabilidad del cisplatino encapsulado en liposomas hidrolizables por
sPLA2 (denominados también LiPlaCis).

Las principales conclusiones del estudio fueron:
. El LiPlaCis tiene un perfil toxicoldgico tolerable a dosis clinicamente relevantes.

. El LiPlaCis permite la administracion de al menos la misma dosis de cisplatino que la administracion de
cisplatino libre, lo que es sorprendente a la vista de los datos no clinicos.

. El LiPlaCis redujo la nefrotoxicidad en comparacion con la administracion de cisplatino libre, que es
tipicamente limitante de dosis para el cisplatino.

. El LiPlaCis redujo las nauseas y los vomitos en comparacion con la administracion de cisplatino libre

. Se determind que la MTD (dosis maxima tolerada) de LiPlaCis administrado cada 3 semanas estaba por
encima de 80 mg por ciclo de tratamiento, lo que es sorprendente a la vista de la MTD prevista a partir de
experimentos con animales.

. Se determino que la RD (dosis recomendada) de LiPlaCis administrado cada 3 semanas era de 80 mg por
ciclo de tratamiento o mas alta.

. El LiPlaCis se puede administrar sin hidrataciéon, que si se requiere para la administracién de cisplatino
libre. El LiPlaCis se puede administrar de forma ambulatoria.

En particular, el LiPlaCis tenia un buen perfil de seguridad y tolerabilidad en comparacion con las formulaciones de
cisplatino libre en términos de nauseas, diarrea, voémitos, anemia, neuropatia, nefrotoxicidad y ototoxicidad.

Por lo tanto, la presente invencion ha hecho uso médico de los liposomas hidrolizables por sPLA2 disponibles y, en
su aspecto mas amplio proporciona un liposoma hidrolizable por sPLA2 para uso en terapia, preferiblemente en el
tratamiento de seres humanos.

Liposomas hidrolizables por sPLA2

Los liposomas hidrolizables por sPLA2 para uso en terapia segun la presente invencion se definen con mas detalle
en las siguientes realizaciones. En su realizacion mas amplia, el término liposomas hidrolizables por sPLA2 se
refiere a los liposomas que son hidrolizables en condiciones fisiologicas, en particular en el tejido canceroso.

Preferiblemente, los liposomas hidrolizables por sPLA2 comprenden entre 20 % y 45 % (mol/mol) de un lipido
anidnico. El contenido de lipido aniénico afecta a caracteristicas importantes del liposoma, tales como la velocidad
de hidrdlisis lipidica del liposoma mediada por sPLA2 y también la respuesta inmunitaria hacia el liposoma.

A medida que el contenido de lipido aniénico aumenta, también lo hace la velocidad de hidrdlisis lipidica por la
sPLA; (y la liberacién del farmaco). Se ha demostrado que se puede alcanzar una velocidad razonable de hidroélisis
mediante un contenido de lipido anidnico entre 20 % y 45 %. Por lo tanto, en una realizacion, el contenido de lipido
aniénico es al menos 20 %. En otra realizacion, el contenido de lipido aniénico es no mas del 45 %. En otra
realizacion mas, el contenido de lipido anionico del liposoma se selecciona del grupo que consiste entre 20 % y 45
%, entre 25 % y 45 %, entre 28 % y 42 %, entre 30 % y 40 %, entre 32 % y 38 % y entre 34 % y 36 %.
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Como se ha mencionado, también la respuesta inmunitaria frente a los liposomas se ve afectada por el contenido de
lipido aniénico. Por lo tanto, la velocidad de aclaramiento del liposoma en el cuerpo se puede reducir manteniendo el
contenido de lipido anidnico en el liposoma por debajo de un cierto nivel y los presentes inventores han reconocido
que el contenido de lipido aniénico en el liposoma se puede utilizar para llegar a un equilibrio entre la velocidad de
hidrélisis por sPLA; y el aclaramiento por el sistema reticuloendotelial.

Preferiblemente, el lipido aniénico es un fosfolipido y preferiblemente, el fosfolipido se selecciona del grupo que
consiste en PI (fosfatidilinositol), PS (fosfatidilserina), DPG (bifosfaditilglicerol), PA (acido fosfatidico), PEOH (alcohol
fosfatidilico) y PG (fosfatidilglicerol). Mas preferiblemente, el fosfolipido aniénico es PG. Preferiblemente, los lipidos
comprenden cadenas de estearoilo. Por lo tanto, preferiblemente PG es DSPG etc.

Polimeros hidrofilos

En una realizaciéon preferida, los liposomas hidrolizables por sPLA2 para uso en la presente invencién comprenden
ademas un polimero hidrofilo seleccionado del grupo que consiste en PEG [poli(etilenglicol)], PAcM [poli(N-
acriloilmorfolina)], PVP [poli(vinilpirrolidona)], PLA [poli(lactida)], PG [poli(glicolida)], POZO [poli(2-metil-2-oxazolina)],
PVA [poli(alcohol vinilico)], HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa), PEO [poli(6xido de etileno)], quitosano [poli(D-
glucosamina)], PAA [poli(aminoacido)], poliHEMA [poli(2-hidroxietiimetacrilato)] y co-polimeros de los mismos.

Mas preferiblemente, el polimero es PEG con un peso molecular entre 100 Da y 10 kDa. Son particularmente
preferidos los tamafios de PEG de 2-5 kDa (PEG2000 a PEG5000), y el mas preferido es PEG2000.

La inclusion de polimeros en los liposomas es bien conocida por los expertos en la técnica y se puede utilizar para
aumentar la semivida de los liposomas en el torrente circulatorio, presumiblemente mediante la reducciéon del
aclaramiento por el sistema reticuloendotelial. Ademas, la inclusion de polimeros afecta a la hidrélisis por sPLA2.

Preferiblemente, el polimero se conjuga con el grupo de cabeza de fosfatidiletanolamina. Otra opcion es la
conjugacion con ceramida (a pesar de que este lipido no es hidrolizable por la sPLA). Cuando el polimero se
conjuga con la fosfatidiletanolamina, se introduce una carga negativa y por lo tanto el DSPE-PEG se considera como
un lipido aniénico (al contrario de DSPE que se considera como un lipido neutro). El lipido conjugado con polimero
esta presente preferiblemente en una cantidad de al menos 2 %. Mas preferiblemente, la cantidad es de al menos 5
% y no mas de 15 % (mol/mol). Aun mas preferiblemente, la cantidad de lipido conjugado con polimero es de al
menos 3 % y no mas de 6 %. Los liposomas que contienen fosfolipidos anidnicos y < 2,5 % de DSPE- PEG2000 han
aumentado la tendencia a agregarse en presencia de calcio. Esto se puede observar normalmente por la formacion
de un gel altamente viscoso. Los liposomas que contienen fosfolipidos anionicos y > 7,5 % de DSPE-PEG2000
hacen que los liposomas sedimenten o se separen las fases.

Componentes lipidicos con carga neutra en el liposoma

Preferiblemente, el liposoma a utilizar en la presente invenciéon comprende también un fosfolipido no cargado
seleccionado del grupo que consiste en fosfolipidos zwitterionicos que comprenden PC (fosfatidilcolina) y PE
(fosfatidiletanolamina). Lo mas preferiblemente, el fosfolipido zwitteridnico es PC.

En contraste con el fosfolipido anionico, el fosfolipido zwitteridnico sirve como un componente lipidico de carga
neutra hidrolizable por sPLA; en el liposoma. Mediante la combinacion de fosfolipidos zwitteridnicos y aniodnicos en
el mismo liposoma, es posible ajustar a una densidad de carga superficial deseada que cumpla tanto con una
hidroélisis por sPLA; suficientemente alta como con una baja velocidad de depuracion en sangre.

La cantidad de fosfolipido zwiteridnico en el liposoma esta preferiblemente entre 40 % y 75 % y mas preferiblemente
entre 50y 70 %.

Preferiblemente, los lipidos (lipidos anionicos, lipidos neutros y lipidos conjugados con polimeros) comprenden
cadenas de estearoilo. Por lo tanto, preferiblemente PG es DSPG, PE es preferiblemente DSPE etc.

Eteres fosfolipidos
Algunos o todos los fosfolipidos pueden ser éteres fosfolipidos.

Por lo tanto, ellos pueden contener un enlace éter en lugar de un enlace éster en la posicion sn-1 del soporte de
glicerol del fosfolipido. Cuando las sPLA; hidrolizan este tipo particular de fosfolipidos, se producen mono-éteres
liso-fosfolipidos y éstos son toxicos, por ejemplo, para las células cancerosas. Es decir, los éteres fosfolipidos se
pueden considerar como profarmacos de los mono-éteres liso-fosfolipidos y los liposomas de la invencién se pueden
usar para administrar tales profarmacos al entorno de las células cancerosas aumentado por sPLA,, donde los
profarmacos son activados mediante hidrolisis por sPLA,. Los éteres fosfolipidos han sido descritos en los
documentos EP 1254143 y WO 2006/048017, cuyos contenidos se incorporan a la presente memoria como
referencia.

En una realizacion, los liposomas activados por sPLA2 tal como se utilizan en la presente invencién no comprenden
éteres fosfolipidos.
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Otros profarmacos

El resto liberado del lipido por sPLA; para crear un lisolipido puede ser también un farmaco. Por lo tanto, un
liposoma puede comprender profarmacos de mono-éteres lisolipidos, profarmacos liberados del lipido por sPLA; y
otros agentes terapéuticos, como se indica adicionalmente mas adelante.

En una realizacion, los liposomas activados por sPLA2 como se utilizan en la presente invencién no comprenden
profarmacos liberados del lipido por sPLA2.

Agente estabilizante

El liposoma se puede estabilizar por la inclusién de colesterol como componente de la membrana en el liposoma.
Sin embargo, altas cantidades de colesterol en el liposoma tienen un efecto negativo sobre la hidrdlisis por la PLA; y
por lo tanto es preferible que el liposoma comprenda no mas del 10 % de colesterol. Aun mas preferiblemente, el
liposoma comprende menos de 1 % de colesterol, menos del 0,1 % o no comprende nada de colesterol en absoluto.

La longitud de la cadena alquilica de los lipidos que comprende el liposoma puede ser ajustada para una velocidad
optima de hidrdlisis por PLA; y un escape minimo del compuesto incluido fuera del liposoma. Preferiblemente, las
cadenas de alquilo son cadenas saturadas de C18 o C16.

Los liposomas a utilizar se pueden estabilizar por exposicién a cationes divalentes.

Como se ha descrito anteriormente, los liposomas pueden comprender profarmacos de mono-éteres lisolipidos y/o
del resto liberado del lipido por sPLA; para crear el lisolipido.

En una realizacion preferida, los liposomas comprenden un compuesto bioactivo tal como un agente terapéutico
(farmaco), que no es un profarmaco de mono-éter lisofosfolipido ni un mono-éter lisofosfolipido. El liposoma puede
comprender también profarmacos de mono-éter lisofosfolipido y un agente terapéutico. Los compuestos bioactivos
preferidos son moléculas pequefias, péptidos, proteinas y acidos nucleicos tales como plasmidos y oligonucleétidos.
Una clase preferida de proteinas son los anticuerpos, mas preferiblemente los anticuerpos monoclonales. Los
oligonucledtidos preferidos son aptameros, oligonucleotidos antisentido, microRNAs y siRNAs. Una clase de
compuestos de particular interés son los agentes antitumorales de moléculas pequefias, tales como los derivados de
antraciclina, cisplatino, oxaliplatino, carboplatino, doxorubicina, paclitaxel, 5-fluorouracilo, exisulind, acido cis-
retinoico, sulfuro de suldinac, metotrexato, bleomicina y vincristina. Una subclase preferida de agentes antitumorales
son los agentes antitumorales a base de platino; cisplatino, oxaliplatino, picoplatino y carboplatino. Otra clase de
compuestos de particular interés son los antibidticos y antifungicos y otra clase mas son los agentes
antiinflamatorios tales como los esteroideos y no esteroideos.

El agente terapéutico puede estar situado en el compartimento interior acuoso; en la bicapa hidréfoba; o en la
interfase polar de la laminilla interna y externa. Preferiblemente, el agente terapéutico esta encapsulado en el
liposoma, es decir, esta presente en el compartimento interior acuoso.

En otra realizacion, el liposoma comprende un agente de diagnédstico. Por "agente de diagnodstico” se entiende un
agente que ayuda a la localizacion del tejido diana y/o al diagnoéstico de la enfermedad y/o afeccion. Los ejemplos no
limitantes pueden ser agentes de contraste, microparticulas, agentes radiactivos, agentes especificos de una diana
tales como, por ejemplo, los agentes que se unen especificamente a los marcadores asociados con la enfermedad
y/o afeccion, etc. Es claro para un experto que en algunas realizaciones la invencion se refiere a una formulacion de
liposomas en la que el liposoma comprende al menos un farmaco, asi como un agente de diagnéstico.

Caracteristicas fisico-quimicas de los liposomas de la invencién

El liposoma puede ser unilamelar o multilamelar. Muy preferiblemente, el liposoma es unilamelar. El diametro del
liposoma debe estar entre 50 y 400 nm, preferiblemente entre 80 y 160 nm y lo mas preferible entre 90 y 120 nm.

Preferiblemente, el indice de polidispersion (PDI) de la formulacion liposomal del segundo aspecto de la invencion
no debe exceder de 0,2 y mas preferiblemente es 0,10 o menos. Un valor de PDI en este intervalo expresa una
distribucion de tamafio de particula relativamente reducida en la formulacion.

Como quedara claro a partir de lo anterior, se prefiere que al menos uno de los lipidos que comprende el liposoma
sea un sustrato para la sPLA; cuando esta presente en el liposoma.

En una realizacion, el liposoma comprende lipidos que son hidrolizados por sPLA; en la posicion sn-3 en lugar de en
la posicion sn-2. Tales lipidos no naturales y liposomas que comprenden lipidos no naturales han sido descritos en
el documento WO 2006/048017, cuyo contenido se incorpora a la presente memoria como referencia.

En una realizacion mas preferida, los liposomas a utilizar en la presente invencion comprenden 70 % de DSPC, 25
% de DSPG y 5 % de DSPE-PEG.

Cuando el agente terapéutico es cisplatino, el interior de los liposomas comprende preferiblemente NaCl al 0,9 % y
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la solucion tampon exterior comprende tampon de fosfato 10 mM a pH 6,5, NaCl 1 mM y sacarosa al 10 %.
Uso médico

En una realizaciéon preferida, el liposoma hidrolizable por sPLA2 se administra por inyeccion (administracion
parenteral), por ejemplo, por las vias subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, e intratecal. Una via
preferida es la administracion intravenosa en forma de inyeccion en bolo o en perfusion.

Como se ha descrito anteriormente, el liposoma puede comprender diversos agentes terapéuticos. Sin embargo, los
agentes preferidos son agentes antitumorales de moléculas pequefias (denominados también en esta memoria
agentes antineoplasicos, farmacos citotoxicos o farmacos citostaticos). El cisplatino es uno de estos compuestos y la
demostracion de que el cisplatino encapsulado en un liposoma hidrolizable por sPLA2 puede ser utilizado
terapéuticamente, argumenta que otros agentes antineoplasicos encapsulados en liposomas hidrolizables por sPLA2
también se pueden usar terapéuticamente, es decir, que no seran liberados de los liposomas hidrolizables por
sPLA2 en sitios no deseados a una concentracion que seria perjudicial para el uso terapéutico de los liposomas
hidrolizables por sPLA2 que encapsulan agentes antineoplasicos.

En una realizacion preferida, la administracion de liposomas hidrolizables por sPLA2 que comprenden un agente
terapéutico permite la administracion de una dosis reducida del agente terapéutico en comparaciéon con la
administracion del agente terapéutico libre. Esto es posible por varias razones. En primer lugar, la encapsulacion en
liposomas del agente terapéutico prolonga la semivida del agente. En segundo lugar, el efecto de direccionamiento
de la hidrolisis por sPLA2 conduce a un aumento de la concentracion del agente terapéutico libre en los sitios con
aumento de los niveles de sPLA2, por ejemplo, en los tumores.

En otra realizacion preferida, la administracion de liposomas hidrolizables por sPLA2 que comprenden un agente
terapéutico permite la administracion de una dosis aumentada del agente terapéutico en comparacion con la
administracion del agente terapéutico libre. Esto es posible debido al efecto de direccionamiento de los liposomas
hidrolizables por sPLA2 y se puede ver por ejemplo por la reduccion de la nefrotoxicidad del cisplatino encapsulado
en liposomas hidrolizables por sPLA2 en comparacién con el cisplatino libre.

Los LiPlaCis han sido estudiados en varios estudios de toxicologia no clinica en ratas y ratones. El propésito general
de estos estudios fue determinar la dosis maxima tolerada (MTD) tanto en dosis Unica como en dosis multiples en
las dos especies. Estos estudios se llevaron a cabo de acuerdo con las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP). En
estos estudios se encontré que las dos especies eran igualmente sensibles a LiPlaCis y aplicando las normas de la
FDA (Reference: Guidance for Industry. Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for
Therapeutics in Adult Healthy Volunteers. FDA, July 2005), se prevé que la dosis maxima tolerada equivalente en el
ser humano sera de 30 mg por ciclo de tratamiento. Por lo tanto, una MTD humana de 80 mg o mas por ciclo de
tratamiento es sorprendente.

Las dosis preferidas de cisplatino encapsulado estan entre 80 mg y 120 mg por ciclo de tratamiento con un intervalo
de 3 semanas, entre 120 y 160 mg por ciclo de tratamiento con un intervalo de 3 semanas, entre 160 mg y 200 mg
por ciclo de tratamiento con un intervalo de 3 semanas, entre 200 mg y 240 mg por ciclo de tratamiento con un
intervalo de 3 semanas y entre 240 mg y 300 mg por ciclo de tratamiento con un intervalo de 3 semanas.

El tiempo entre las administraciones del agente terapéutico también se puede ajustar en linea con la discusion de la
reduccién/aumento de dosis del agente terapéutico. Por lo tanto, en una realizacién, el tiempo entre las
administraciones del agente terapéutico se prolonga en comparacion con el tiempo entre las administraciones del
agente terapéutico libre. En otra realizacion, el tiempo entre las administraciones del agente terapéutico se reduce
en comparacion con el tiempo entre las administraciones del agente terapéutico libre. Cuando el agente terapéutico
es cisplatino, el tiempo entre administraciones puede ser, por ejemplo, mas de 3 semanas o menos de 3 semanas.

Preferiblemente, la enfermedad a tratar segun la invencion es el cancer o la inflamacion, preferiblemente el cancer.
Método de tratamiento

Un segundo aspecto de la presente invencion es un método de tratamiento que comprende administrar una cantidad
eficaz de un liposoma hidrolizable por sPLA2 como se describe en el primer aspecto de la invencidn a un paciente
que lo necesite. Las realizaciones especificas de este aspecto seran evidentes a partir del primer aspecto de la
invencion.

Método de reduccion de la nefrotoxicidad

Un tercer aspecto de la invencién es un método para reducir la nefrotoxicidad de un agente terapéutico,
comprendiendo dicho método la encapsulacion del agente terapéutico en un liposoma hidrolizable por sPLAZ2.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un agente antineoplasico tal como cisplatino y preferiblemente, el agente
terapéutico se administra a un paciente que lo necesita. Otras realizaciones seran evidentes a partir del primer
aspecto de la invencion.
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Método de reduccion de la neurotoxicidad

Un cuarto aspecto de la invencion es un método para reducir la neurotoxicidad de un agente terapéutico,
comprendiendo dicho método la encapsulacion del agente terapéutico en un liposoma hidrolizable por sPLAZ2.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un agente antineoplasico tal como cisplatino y preferiblemente, el agente
terapéutico se administra a un paciente que lo necesita. Otras realizaciones seran evidentes a partir del primer
aspecto de la invencion.

Método de reduccion de la toxicidad gastrointestinal

Un quinto aspecto de la invencién es un método para reducir la toxicidad gastrointestinal de un agente terapéutico,
comprendiendo dicho método la encapsulacion del agente terapéutico en un liposoma hidrolizable por sPLAZ2.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un agente antineoplasico tal como cisplatino y preferiblemente, el agente
terapéutico se administra a un paciente que lo necesita. Otras realizaciones seran evidentes a partir del primer
aspecto de la invencién

Método de prolongacion del efecto terapéutico

Un sexto aspecto de la invencién es un método para prolongar el efecto terapéutico de un agente terapéutico,
comprendiendo dicho método la encapsulacion del agente terapéutico en un liposoma hidrolizable por sPLAZ2.
Preferiblemente, el agente terapéutico es un agente antineoplasico tal como cisplatino y preferiblemente, el agente
terapéutico se administra a un paciente que lo necesita. Otras realizaciones seran evidentes a partir del primer
aspecto de la invencion.

Referencias
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tumor specific drug release. Prog Lipid Res., Jan;44(l): 68-97. Epub 2005 Jan 22.
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Ejemplos
Ejemplo 1, Preparacion de liposomas de sPLA2 (LiPlaCis)

Se prepara un intermedio lipidico mediante secado por pulverizacion de la siguiente mezcla de fosfolipidos
(DSPC/DSPG/DSPE-PEG2000 70/25/5 % en moles). Los lipidos se disuelven en metanol y cloroformo. El intermedio
lipidico se hidrata en una solucién acuosa del farmaco anti-cancer con agitacion. En esta etapa se forman los
liposomas, pero tienen una amplia distribucion de tamafio y son una mezcla de liposomas de una sola capa y de
multiples capas. Con el fin de obtener un producto con un estrecho margen de distribucion de tamafo y liposomas
mono-capa, se extruye la mezcla de hidratacion haciéndola pasar a través de filtros de policarbonato de tamafio de
poro apropiado. Para eliminar el farmaco anti-cancer no encapsulado se purifica la mezcla. Estan disponibles varias
técnicas, por ejemplo, dialisis, filtracion en gel y ultrafiltracion. Para las preparaciones que van desde unos pocos
litros y hasta por encima de la ultra-filiraciéon es el método preferido. Las preparaciones destinadas a la
administracion parenteral deben ser esterilizadas, por ejemplo, por filtracion estéril.

Ejemplo 2, Eficacia en ratones
Métodos

Se inocularon ratones hembra atimicos NMRI (6-8 semanas) por via subcutanea en el flanco izquierdo con 1 x 10’
células de la linea celular MT-3 de carcinoma de mama humano. Sélo se seleccionaron para el estudio los ratones
que tenian tumores en crecimiento exponencial. El tratamiento se inicié cuando los tumores habian alcanzado un
tamafio de 70-80 mm3. Los animales recibieron una dosis (4 mg/kg de cisplatino (Platinol), LiPlaCis o solucion
salina) semanalmente con inyecciones intra-venosas en la vena caudal a partir del dia 13 después del trasplante del
tumor. El crecimiento del tumor se evalu6 tres veces por semana midiendo dos diametros perpendiculares y el
crecimiento del tumor se normalizé para diferentes tamafios de partida mediante el calculo de volumen tumoral
relativo. El peso corporal se tomd tres veces a la semana. Se tomaron muestras de sangre cuatro dias después de
la primera inyeccién para estimar los glébulos blancos y los trombocitos mediante un contador Coulter.

Resultados:

El LiPlaCis se compar6 con cisplatino y con solucion salina en un estudio de eficacia utilizando xenoinjertos de
mama MT-3 en ratones atimicos. Se administraron cisplatino y LiPlaCis a una dosis de 4 mg/kg semanalmente.
Debido a la toxicidad, s6lo se administraron dos inyecciones de LiPlaCis en comparacion con tres de cisplatino y de
solucion salina. El LiPlaCis inhibio el crecimiento tumoral significativamente mejor que el cisplatino libre (Figura 1). El
efecto fue evidente una semana después de la primera dosis y durd hasta que se terminé el experimento a causa de
los grandes tumores en el grupo de control. Un ratéon murié en el grupo tratado con LiPlaCis.
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Tabla 1. Parametros experimentales y toxicidad:

Tratamiento | Dosis Toxicidad | BWC | T/C WBC Tromb.
(%) optimo | d17 d17
Grupo | Ratones | Sustancia | (dias) mg/kg/inyec. | muertes | d 13- | (%) 10°/ml 10°/ml
(d) 24 [dia]
A 10 Sol. 13, 20, 27 0 -2 9,741,2 | 118589
salina
B 10 Cisplatino | 13, 20, 27 4 0 -6 71[31] | 10,6+1,5 | 1201117
C 10 LiPlaCis 13,20 4 1(26) -14 31 11,242,7 | 1058+183
[26]"+

BWC: Peso corporal, diferencia en porcentaje en comparacion con el peso antes del tratamiento.
T/C éptimo: nimero de tumores tratados dividido por tumores de control.

WBC: Gldbulos blancos

Tromb: trombocitos

El LiPlaCis parece que lleva a una mayor biodisponibilidad del cisplatino e induce una eficacia antitumoral mas
potente, pero tiene efectos secundarios mas intensos que el cisplatino libre incluyendo la pérdida de peso corporal y
la trombopenia.

Ejemplo 3, Farmacocinética en ratas
Métodos:

Se inyectaron ratas (BrlHan: WIST@ Mol (GALAS)) con 3 mg/kg de cisplatino o de LiPlaCis y se recogié sangre en
tubos heparinizados (Microvette CB 300 Sarsted). Se tomaron muestras desde los 10 minutos hasta las 72 h. Se
tomd un volumen de sangre de 250 pl de cada punto de muestreo y se colocé inmediatamente en un barfio de hielo y
se centrifugé (3000 x g; 5 min) para obtener la fraccion de plasma. Los tubos que contienen plasma se congelaron
hasta su envio y posterior digestion en HCI/HNO3/H202 (60/5/35 % en volumen) antes del analisis de platino
utilizando ICP-MS.

Resultados y conclusion:

El experimento revel6 que el LiPlaCis es una forma liposomal de cisplatino de circulaciéon prolongada con una T1/2 de
aproximadamente 20-23 h en comparacién con los 15 minutos del cisplatino libre. El area bajo la curva (AUC) para
LiPlaCis era al menos 50 veces mayor que la del cisplatino. VVéase la figura 2.

Ejemplo 4, PK/BD en ratones atimicos.
Métodos:

Se inocularon ratones hembras BALB/c atimicos (6-8 semanas) por via subcutanea en el flanco izquierdo y derecho
con 1 x 107 células de la linea celular MT-3 de carcinoma de mama humano. Solo se seleccionaron para el estudio
los ratones que tenian tumores en crecimiento exponencial. La dosis Unica se administré cuando los tumores habian
alcanzado un tamafio de al menos 300 mm3. Los animales recibieron 3 mg/kg de cisplatino (Platinol) o de LiPlaCis)
mediante inyeccion en la vena caudal. Los puntos de tiempo fueron 1, 24, 48, 72 y 168 h. Se tomaron muestras de
sangre (500 pl) inmediatamente antes del sacrificio y se transfirieron a tubos heparinizados (Microvette CB 300
Sarsted), se centrifugaron y se congelaron. Post mortem, los tumores, érganos vy tejidos (rifiones, higado, musculo
cuadriceps de la extremidad posterior y bazo) se diseccionaron, se lavaron en solucion salina y se congelaron
rapidamente. Para determinar las concentraciones de platino en plasma y en tumores/tejidos, se digirieron las
muestras en HCI/HNO3/H202 (60/5/35 % en volumen) y se sometieron a ICP-MS.

Resultados:

El analisis de platino en plasma demostré que LiPlaCis estaba presente en concentraciones elevadas en el suero y
el efecto duré durante al menos una semana. Los niveles de LiPlaCis en suero fueron en cualquier punto de tiempo
mas de un orden de magnitud mas altos que los de cisplatino libre. El LiPlaCis también se acumulé en los tumores,
con un maximo de aproximadamente 4 ug/mg de masa tumoral en comparaciéon con aproximadamente 1 ug/mg de
masa tumoral para el cisplatino libre. No hubo diferencias significativas en la acumulacién de platino en el higado.
Hubo una moderada acumulacién de LiPlaCis en los rifiones, mientras que los niveles mas altos de platino se
pudieron medir en el bazo de los animales tratados con LiPlaCis. Véase las figuras 3-7.
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Conclusiéon PK/BD:

El LiPlaCis es una forma liposomal de cisplatino de larga circulacion. El LiPlaCis se acumula en los tumores y
también en los rifiones y en el bazo. El cisplatino puede ser liberado de LiPlaCis en el microentorno tumoral

Ejemplo 5, Nefrotoxicidad

En los seres humanos que reciben cisplatino terapéuticamente, un efecto secundario importante y la toxicidad
limitante de dosis de cisplatino es la nefrotoxicidad. En este estudio la nefrotoxicidad del cisplatino se comparé con
la de LiPlaCis en la rata.

Métodos

Se administré a grupos de cinco machos y cinco hembras de ratas Wistar, de 6-7 semanas de edad y con un peso
corporal de 145-175 g, una inyeccion intravenosa de 3 mg/kg de cisplatino o 3 mg/kg de LiPlaCis.

Dos dias después de la inyeccion, se sacrificaron dos machos y dos hembras de cada grupo, 7 dias después de la
inyeccion, se sacrificaron un macho y una hembra de cada grupo, y 14 dias después de la inyeccién se sacrificaron
los dos machos y las dos hembras de cada grupo restantes. Los animales fueron sometidos a patologia
macroscopica y se registraron los pesos absolutos y relativos de los rifiones. Se realizé la histopatologia en los
rifones, la vejiga urinaria y el bazo de todos los animales.

Resultados y conclusion

En la necropsia, los pesos de los rifiones fueron generalmente mas altos después del tratamiento con LiPlaCis, y el
examen histopatolégico demostré que el tratamiento con LiPlaCis redujo claramente la gravedad de los cambios
degenerativos renales en la forma de basofilia/detritus tubular multifocal y vacuolizacién tubular difusa y dilatacion. El
tratamiento con LiPlaCis presumiblemente causé también una menor incidencia de disminucién de la densidad
celular de la pulpa blanca/vaina periarterial en comparacién con el cisplatino. En conclusion, el LiPlaCis reduce
claramente la nefrotoxicidad del cisplatino en las ratas.

Ejemplo 6, Estudio de fase | de escalada de dosis para evaluar la seguridad y tolerabilidad de LiPlaCis (formulacion
liposomal de cisplatino) en pacientes con tumores avanzados o refractarios

Sinopsis del estudio

Objetivo primario:

1. Evaluar la seguridad y tolerabilidad de LiPlaCis administrado cada 3 semanas
2. Determinar la dosis maxima tolerada (MTD) y la dosis recomendada (RD) de LiPlaCis administrado cada 3
semanas

Objetivos secundarios:

3. Evaluar la farmacocinética (PK) de LiPlaCis administrado cada 3 semanas
4. Evaluar la eficacia terapéutica de LiPlaCis administrado cada 3 semanas
Disefio del estudio:

Estudio de escalada de dosis abierto, no aleatorio

Poblacién de estudio:

Sujetos con un tumor soélido no susceptibles de tratamiento estandar

Numero de pacientes:

El numero exacto de pacientes no se puede definir, ya que depende de la toxicidad observada. Cohortes de 3 a 6
pacientes seran tratados en cada nivel de dosis hasta que se alcance la MTD. Se prevé que podrian ser necesarios
30 pacientes para evaluar la MTD.

Elegibilidad
Criterios de inclusion:

1. Tumor solido con histologia o citologia documentada, localmente avanzado o metastasico, refractario a la
terapia estandar o para el cual no existe ninguna terapia curativa.

2. Tener 2 18 afios de edad.
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Tener una esperanza de vida =2 3 meses.

Tener un estado funcional ECOG de O - 2.

Haberse recuperado hasta el grado 1 0 menos de toxicidades agudas de tratamiento previo:

Deben haber transcurrido = 6 meses desde que el paciente recibioé cisplatino.

Deben haber transcurrido = 4 semanas desde que el paciente recibié algun medicamento en investigacion.

Deben haber transcurrido = 4 semanas desde que el paciente recibié cualquier radioterapia, o tratamiento
con agentes citotoxicos o bioldgicos (= 6 semanas para la mitomicina o nitrosoureas). No se permite ningin
tratamiento hormonal excepto el tratamiento con corticosteroides en dosis fisioldgicas y el tratamiento
hormonal con agonistas de la LHRH para el cancer de préstata.

Deben haber transcurrido = 2 semanas desde cualquier cirugia previa, transfusiones de sangre o terapia
con GM-CSF. Sin embargo, se permitira el uso actual de eritropoyetina.

Estar en condiciones adecuadas como se evidencia por los siguientes valores de analisis clinico:

a. Recuento absoluto de neutrdéfilos (ANC) = 1,5 x 109/L

b. La hemoglobina es al menos 9 g/dl (5,6 mmol/L)

c. Plaquetas = 100 x 109/L

d. Alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) < 2,5 x ULN; en caso de

metastasis hepatica conocida ALT y AST <5 x ULN

e. Bilirrubina sérica < 1,5 ULN
f. Fosfatasa alcalina < 2,5 x ULN
g. Creatinina y urea en sangre dentro de limites normales, a menos que el aclaramiento de creatinina

esté dentro de limites normales (= 60 ml/min calculado segun la férmula de Cockcroft-Gault)
(véase el apéndice 1)

Los pacientes (hombres y mujeres) deben estar dispuestos a practicar un método anticonceptivo eficaz
durante el estudio.

El paciente o representante legal deben entender la naturaleza investigacional de este estudio y firmar un
formulario de consentimiento informado por escrito aprobado por un comité de ética independiente (IEC)
antes del tratamiento.

Los criterios de exclusion son los siguientes:

1.

2
3.
4

10.

Hemorragia activa incontrolada o diatesis hemorragica (por ejemplo, enfermedad de Ulcera péptica activa).
Cualquier infeccién activa que requiera tratamiento con antibiético parenteral u oral.
Infeccidon conocida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la hepatitis.

Enfermedad cardiaca activa, incluyendo infarto de miocardio o insuficiencia cardiaca congestiva en los 6
meses anteriores, enfermedad sintomatica de las arterias coronarias, o arritmias sintomaticas que requieran
actualmente medicacion.

Conocimiento o sospecha de metastasis activa del sistema nervioso central (SNC). (Los pacientes estables
8 semanas después de la finalizacion del tratamiento de la metastasis del SNC son elegibles).

Enfermedad autoinmune.
Compresion inminente o sintomatica de la médula espinal o meningitis carcinomatosa.

Tener neuropatia preexistente, es decir, toxicidad neuromotora o neurosensorial de grado > 1 (como se
define por National Cancer Institute Common Toxicity Criteria for Adverse Events (NCI CTCAE) v3.0), a
excepcion de las anomalias debidas al cancer.

Tener hipersensibilidad conocida al cisplatino o los liposomas.

Necesitar tratamiento paliativo inmediato de cualquier tipo, incluyendo cirugia y/o radioterapia.
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11. Las pacientes mujeres que estan embarazadas o dando el pecho (prueba de embarazo con resultado
positivo antes de entrar en el estudio).

12. No estar dispuesto o ser incapaz de seguir los requisitos del protocolo.
Procedimientos del estudio:

Sucesos adversos (AEs): Desde la firma del consentimiento informado del estudio hasta 30 dias después de recibir
la ultima dosis del farmaco del estudio. Los sucesos adversos relacionados, incluidos los AE graves, se siguen hasta
que vuelven a la linea base o a un grado < grado 1.

Examen fisico, signos vitales, estado funcional, analisis quimico de la sangre, analisis de orina: en la linea base y
semanalmente en cada ciclo.

Hematologia: linea base, dos veces por semana en el ciclo 1 y semanalmente en los otros ciclos.

Muestreo para estudio farmacocinético (PK): se deben obtener muestras de sangre y de orina para la evaluacion
farmacocinética. Por favor, véase la seccion 6.4 Procedimientos de farmacologia clinica.

Evaluaciones del tumor: linea base y cada 3 ciclos.
Evaluaciones del estudio:

Seguridad, determinada por examenes fisicos, toxicidad de laboratorio, y la incidencia y gravedad de los sucesos
adversos.

Evaluaciones de seguridad: NCI Common Technology Criteria for Adverse Events (CTCAE) version 3.0,
evaluaciones de laboratorio (bioquimica, hematologia), signos vitales, examen fisico, incluyendo el examen
neurolégico, el estado funcional ECOG y el peso corporal.

La dosis maxima tolerada de LiPlaCis determinada por las toxicidades limitantes de la dosis (DLTs) y la dosis
recomendada.

La tasa de respuesta clinica sera determinada por criterios radiograficos utilizando RECIST.

Evaluaciones de eficacia (si procede): respuesta global del tumor segun los criterios RECIST (CR, PR, SD o PD).
Justificacion del estudio

Justificacion para la seleccion de la dosis y el programa:

La dosis de inicio para humanos se determina utilizando la estrategia sugerida por la FDA (Referencia: Guidance for
Industry. Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy
Volunteers. FDA, July 2005). La dosis maxima tolerada en la rata es de 3 mg/kg y el factor de conversion entre la
rata y el ser humano es 6,3 segun la directriz de la FDA. Esto da una dosis equivalente humana (HED) de 0,5 mg/kg.

La dosis maxima tolerada en el ratén es de 6 mg/kg y el factor de conversion entre el ratéon y el ser humano es 12,3
segun la directriz de la FDA. Esto da una dosis equivalente humana (HED) de 0,5 mg/kg.

Por lo tanto, cuando las dosis maximas toleradas de rata y raton se convierten en dosis equivalentes humanas es
evidente que estas dos especies tienen la misma sensibilidad cuando se exponen a LiPlaCis.

El peso de referencia del cuerpo humano es segun la directriz 60 kg que corresponden a una dosis de 30 mg por
paciente (0,5 mg/kg * 60 kg = 30 mg). Se aplica un factor de seguridad de 3 lo que da como resultado una dosis
inicial de 10 mg por paciente. Esta dosis representa 1/10 de la dosis mas baja recomendada de productos de
cisplatino simple (50 a 100 mg/m2 cuando se administra como una dosis Unica cada 3-4 semanas) asumiendo que el
area de la superficie corporal de una persona normal es de 2 m2.

Se utiliza con frecuencia un factor de seguridad mas alto (a menudo 10), pero los hallazgos en los estudios no
clinicos sugieren que la toxicidad de LiPlaCis se determina por la toxicidad intrinseca del cisplatino y que el LiPlaCis
es menos toxico en comparacion con el cisplatino simple. A partir de 10 mg por sujeto se debe estar entonces
claramente en el lado seguro. Ademas, cabe sefalar que el LiPlaCis no es un farmaco completamente nuevo, sino
una nueva formulaciéon de un farmaco muy conocido y ampliamente utilizado.

Justificacion para el programa y la via de administracion:

En los estudios clinicos previos de fase | y Il de formulaciones liposomales de cisplatino - por ejemplo, SPI-077 y
Lipoplatino desarrollados por ALZA Corp. y Regulon Inc., respectivamente - el farmaco se ha administrado
principalmente cada tres semanas y la mediana del niumero de ciclos aplicados ha estado entre 2 y 4. En algunos de
estos estudios, los pacientes recibieron un total de 6 ciclos.
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Para asegurar que los pacientes puedan ser tratados de manera 6ptima en términos de seguridad y eficacia
potencial, se administrara el LiPlaCis cada 3 semanas durante hasta 3 ciclos 0 mas si el paciente se beneficia de
nuevos ciclos en la opinion del investigador.

El LiPlaCis se administrara intravenosamente por perfusién como el cisplatino convencional.
Descripcion del estudio

El estudio es un estudio abierto, de escalada de dosis, no aleatorio de fase | de LiPlaCis en pacientes con cancer
avanzado.

El LiPlaCis sera administrado cada 3 semanas durante hasta 3 ciclos o mas si el paciente se beneficia del
tratamiento a juicio del investigador y si no hay evidencia de enfermedad progresiva o toxicidad inaceptable. El
acceso después del ensayo a otro tipo de atencién debe ser evaluado cuando los pacientes entran en el ensayo.

El LiPlaCis se administrara con incrementos del 20 al 100 % desde el nivel de dosis anterior.

El nimero de niveles necesarios para alcanzar la dosis maxima tolerada es desconocido. Se hara la escalada de
dosis de 20 a 100 % en base a la toxicidad y farmacocinética después de discusion entre los investigadores y el
patrocinador.

Se organizara una sesion clinica (por teléfono) una vez que el Ultimo paciente en la cohorte respectiva haya
completado el primer ciclo para discutir la escalada de dosis. El mismo grupo de investigadores en discusion con el
patrocinador (LiPlasome Pharma) decidira sobre la dosis maxima tolerada y la dosis recomendada (DR) a ser
utilizadas en futuros estudios de fase Il de LiPlaCis.

La dosis maxima tolerada sera el régimen con dos o mas pacientes con toxicidad limitante de dosis (DLT) en una
cohorte de 3 o 6 pacientes. Después de la finalizacion de todas las cohortes y una vez se ha definido la DMT; se
organizara una sesion clinica para revisar los resultados de los pacientes para decidir sobre la siguiente dosis, y
para determinar la dosis recomendada para el LiPlaCis. La dosis recomendada sera normalmente el nivel de dosis
por debajo de la MTD (MTD-1). La dosis recomendada sera la dosis a la que no mas de 1 de los 6 pacientes
experimentan DLT en el primer ciclo.

Se inscribiran tres pacientes por nivel de dosis y cada cohorte de pacientes recibira LiPlaCis cada 3 semanas hasta
un total de tres ciclos o0 mas o hasta que se produzca el empeoramiento de la enfermedad o una toxicidad
inaceptable (por favor, véase la definicion de toxicidad limitante de dosis en la seccion 6.5). El segundo y tercer
pacientes por cohorte/nivel de dosis pueden entrar simultaneamente después de la evaluacion de la primera semana
del primer ciclo del primer paciente en dicha cohorte.

La duracion de la perfusion sera de 1 hora y podria ser cambiada a 3 horas en el caso de efectos adversos - por
ejemplo, reacciones de la perfusion - necesitar una duracion mas larga o una interrupcion temporal de la perfusion.

Si se produce una toxicidad limitante de dosis (DLT) en uno de los tres pacientes dentro de una cohorte, entonces,
se trataran tres pacientes adicionales en ese nivel. Si se produce una DLT en 2/3 o 2/6 pacientes, el siguiente nivel
de dosis mas baja se ampliara hasta al menos 6 pacientes. Los ultimos pacientes de una cohorte se observaran
durante 3 semanas antes de que pueda empezar la acumulacion de la siguiente dosis mas alta.

Los pacientes seran vueltos a su sitio dentro de una cohorte cuando estén fuera del estudio menos de 3 semanas
por otra razén aparte de la toxicidad.

El ultimo paciente en un nivel de dosis debe ser observado durante al menos 3 semanas antes de que el primer
paciente en el subsiguiente nivel de dosis pueda ser tratado.

Antieméticos:

Inicialmente, el tratamiento del estudio se iniciara sin el uso de antieméticos profilacticos. Una vez que dos pacientes
experimenten nauseas y/o vomitos de grado 2 o mas, se introducira el uso profilactico de los siguientes antieméticos
para los pacientes en cuestion y el resto de los pacientes.

Etapa 1: Antagonista de 5-HT3 (por ejemplo, granisetrén, ondansetron)
Etapa 2: Dia 1: granisetron 1 mg i.v. y dexametasona 10 mg i.v., Dias 2-4: dexametasona 6 mg per os.

Etapa 3: Dia 1: aprepitant 125 mg per os, granisetron 1 mg i.v., dexametasona 10 mg i.v.; Dias 2-3: prepitant 80 mg
per os, dexametasona 6 mg per os; Dia 4: dexametasona 6 mg per os.

Si un paciente tiene nauseas y/o vomitos de grado 2 o mas, se pueden administrar antieméticos terapéuticos
incluyendo la Etapa 0: metoclopramida. En el re-tratamiento este paciente puede recibir antieméticos profilacticos a
criterio de los investigadores. Los antieméticos se administraran segun procedimientos de Erasmus MC y LUMC.
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Hidratacion:
La hidratacién no sera utilizada de forma rutinaria.

Sin embargo, si se observa nefrotoxicidad en un paciente, se introducira tanto pre-hidratacion como post-hidratacion
para los ciclos restantes de este paciente. La hidratacion consistira en

1000 mL de glucosa al 2,5 %/NaCl al 0,45 % durante 4 horas antes del tratamiento y
3000 mL de glucosa al 2,5 %/NaCl al 0,45 % durante 8 horas después del tratamiento.

De acuerdo con la definicion de MTD en el caso de que se observe nefrotoxicidad en dos o mas pacientes en una
cohorte de 3 o 6 pacientes se introducira pre-hidratacion y post-hidratacion para los ciclos restantes de los pacientes
restantes.

Sin embargo, en el caso de que se observe nefrotoxicidad en diferentes pacientes de diferentes cohortes esta
también podria ser una razén para comenzar con la introduccién de hidratacién adicional. Esto se decidira durante
las sesiones clinicas de la escalada de dosis con los investigadores y el patrocinador.

Poblacion del estudio

La poblacién objetivo para este estudio son pacientes con diagndstico de tumor soélido histolégicamente o
citolégicamente documentado, localmente avanzado o metastasico, refractario a la terapia estandar o para el cual no
existe ninguna terapia curativa.

Numero de pacientes

El numero exacto de pacientes no se puede definir, ya que esto depende de la toxicidad observada. Se trataran
cohortes de 3 a 6 pacientes en cada cohorte hasta que se determinen la MTD y la dosis recomendada para los
estudios de fase Il de LiPlaCis. Se espera que hasta 30 pacientes evaluables puedan entrar en el estudio para
cumplir con los objetivos principales del estudio. Sin embargo, se inscribiran mas pacientes, si es necesario hacerlo.

Antes de la inclusion, los pacientes deben dar su consentimiento informado por escrito para este estudio y deben
cumplir con todos los criterios de seleccion enumerados en la secciéon 3.3. Los pacientes que firman un
consentimiento informado, pero no cumplen los criterios de inclusién y/o de exclusion se definen como fallos de
cribado. Para todos los pacientes que hayan dado su consentimiento, el investigador tiene que mantener un registro
de evaluacion que documente el nimero de cribado, las iniciales del paciente, y (si procede) el motivo o motivos del
fallo de cribado. Una copia del registro se debe conservar en el archivo del estudio del investigador.

Resultados del estudio de fase 1
PK:

Los datos farmacocinéticos confirman que LiPlaCis es una formulacion de cisplatino de larga circulacion. Se observa
lo siguiente:

. La T'2 observada es de 78 horas, que se compara con la T'z de cisplatino de menos de una hora. Véanse
las figuras 8-11.

. El perfil farmacocinético es lineal tanto en términos de Cmax como de AUC. Véanse las figuras 12-14.

. La excrecion urinaria se altera significativamente en comparacion con el cisplatino. Se recoge la orina de 0
a 96 horas y la excrecion esta entre 0 y 20 % de la dosis administrada. La excrecion urinaria de cisplatino
esta por encima del 90 % en 3 horas.

Toxicidad:

El LiPlaCis administrado en dosis de hasta 120 mg por ciclo de tratamiento no muestra signos de nefrotoxicidad,
ototoxicidad ni neurotoxicidad. Ademas, la toxicidad gastrointestinal en forma de nauseas y vomitos no ha sido
descrita en pacientes que reciben LiPlaCis. Véanse las figuras 15y 16.
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REIVINDICACIONES

1. Un liposoma hidrolizable por sPLA2 para su uso en el tratamiento del cancer en humanos, en donde el contenido
de lipido anidnico esta entre 20 % y 45 %, el contenido de lipido conjugado con polimero esta entre 3 % y 6 % y el
contenido de lipidos neutros esta entre 40 % y 75 %, y en donde el lipido aniénico es DSPG, el lipido neutro es
DSPC vy el lipido conjugado con polimero es DSPE-PEG, comprendiendo dicho liposoma un agente antitumoral de
moléculas pequefas seleccionado del grupo que consiste en: derivados de antraciclina, cisplatino, oxaliplatino,
carboplatino, picoplatino, doxorubicina, paclitaxel, 5-fluorouracilo, exisulind, acido cis-retinoico, sulfuro de suldinac,
metotrexato, bleomicina y vincristina.

2. El liposoma para uso segun la reivindicacion 1, en donde el liposoma es para administracion intravenosa en forma
de inyeccion en bolo o en perfusion.

3. El liposoma para uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el agente antitumoral de moléculas
pequefias es un agente antitumoral basado en platino seleccionado del grupo que consiste en: cisplatino,
oxaliplatino, picoplatino y carboplatino.

4. El liposoma para uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la dosis del agente
terapéutico se reduce en comparacion con la dosis estandar del agente terapéutico libre.

5. El liposoma para uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la dosis del agente
terapéutico se incrementa en comparacion con la dosis estandar del agente terapéutico libre.

6. El liposoma para uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el liposoma se administra a
intervalos prolongados en comparacion con el régimen de dosis estandar del compuesto libre.
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2-3 grado 3 DLT después de 2 ciclos
3 F 75 Carcinoma Mo 10 Ok OK OK PD después de 15
adencide quistico ciclos
4 M =1 Cancer Mo 10 Ok OK OK PD después de 3
oesofaringeo ciclos
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debido a PD
T F T Cancer de la 7 20 oK OK oK PD después de 3 |
hr rr
] ] TE Cancer de celulas 7 20 oK OK oK FD después de 3 |
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