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DESCRIPCION

Formulaciones intravenosas de coenzima Q10 (CoQ10) y métodos de uso de las mismas
SOLICITUDES RELACIONADAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta solicitud reivindica la prioridad a la solicitud con numero de serie provisional 61/313.632 titulada “Formulaciones
Intravenosas de Coenzyma Q10 (CoQ10) y Métodos de Uso de las Mismas”, presentada el 12 de marzo de 2010, y de la
solicitud con numero de serie provisional 61/385.107 titulada “Formulaciones Intravenosas de Coenzyma Q10 (CoQ10) y
Métodos de Uso de las Mismas”, presentada el 21 de septiembre de 2010, los contenidos completos de cada una de las
cuales son expresamente incorporados por referencia en la presente solicitud.

Actualmente, el cancer es una de las causas conducentes de muerte en las naciones desarrolladas. Aunque la investigacion
reciente ha incrementado ampliamente nuestro entendimiento de muchos de los mecanismos moleculares de produccién de
tumores o tumorigénesis y ha proporcionado numerosos nuevos caminos para el tratamiento de cancer, los tratamientos
estandares para la mayoria de los males siguen siendo la reseccion quirdrgica, quimioterapia y radioterapia. Aunque se
incrementa su éxito, cada uno de estos tratamientos puede causar numerosos efectos secundarios indeseados. Por
ejemplo, la cirugia puede tener como resultado dolor, lesién traumatica del tejido sano y cicatrizacion. La radioterapia y
quimioterapia pueden causar nauseas, supresion inmune, ulceracién gastrica y tumorigénesis secundaria. Siguen siendo
deseables métodos mejorados para el tratamiento de enfermedades, incluyendo el cancer, y composiciones capaces de
suministrar agentes bioactivos para ayudar en el tratamiento de enfermedades y otras afecciones.

Aproximadamente el 60% de todos los farmacos administrados a pacientes en hospitales, para distintas afecciones
incluyendo el cancer, se dan en la forma de inyecciones. Las formulaciones intravenosas tienen ahora tienen un papel
principal, como vehiculos para farmacos. Las formulaciones intravenosas estan encontrando un mayor uso en la
administracion de farmacos, debido a su fiabilidad, exactitud, conveniencia, evitacion de la potencial irritacion gastrica de
farmacos administrados oralmente, y la importancia de la terapia de farmacos de forma continua, asi como también
intermitente. Las técnicas para proporcionar administraciones intravenosas han mejorado de manera constante en la dltima
década, y el uso de tales formulaciones intravenosas se ha incrementado cada afio.

La publicacion de la solicitud de Patente Internacional No. WO/2009/126764 (presentada el 9 de abril de 2009) describe el
tratamiento del cancer con CoQ10. Esta solicitud esta incorporada por referencia en la presente en su totalidad.

La CoQ10 tiene una cadena lateral larga de 10 unidades isoprenoides, la cual causa que el farmaco sea extremadamente
lipofilico y practicamente insoluble en agua. La biodisponibilidad de la CoQ10, peroralmente administrada, es, en general,
extremadamente baja y variable, y se encontrd que esta relacionada con la velocidad de disolucion de la formulacién. Como
una consecuencia de la baja biodisponibilidad peroral y de su alta variabilidad intrinseca, son de especial interés los
sistemas de administracion intravenosos, particularmente en el cuidado de pacientes con cancer. Debido a su lipofilicidad, la
CoQ10 necesita ser incorporada en un portador para su administracion intravenosa, de manera que sus farmacocinéticas
sean influenciadas por el sistema portador.

La Coenzima Q10, también referida aqui como CoQ10, ubiquinona, o ubidecarenona, es un suplemento nutricional popular y
puede ser encontrado en forma de capsula en tiendas nutricionales, tiendas de alimentos saludables, farmacias y similares,
como un suplemento similar a las vitaminas, que ayuda a proteger el sistema inmunitario a través de las propiedades
antioxidantes del ubiquinol, la forma reducida de CoQ10. La CoQ10 se encuentra a través de la mayoria de los tejidos del
cuerpo humano y los tejidos de otros mamiferos y se concentra en la mitocondria. La CoQ10 es muy lipofilica y, en su mayor
parte, insoluble en agua. La insolubilidad esta relacionada con la cadena lateral isoprenoide de 50 atomos de carbono, de
naturaleza hidrocarburo, como se muestra en la siguiente estructura de CoQ10.
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La CoQ10, es altamente hidrofébica, es esencialmente insoluble en soluciones acuosas. Para que la CoQ10 sea
administrada parenteralmente, debe estar contenida en una formulacién estable compatible con, por ejemplo, la inyeccion
intravenosa. Un procedimiento para preparar una formulacion intravenosa de CoQ10 en un medio acuoso requiere la
inclusion de uno o mas tensoactivos y otras entidades, las cuales permitan la creacion de una dispersion de particulas de
CoQ10 en un medio acuoso. Existen muchas dificultades asociadas con este procedimiento. Una dificultad prominente esta
relacionada con el hecho de que la CoQ10 es un soélido a temperaturas por debajo de aproximadamente 50°C. La dispersion
de particulas solidas de CoQ10 en un medio acuoso involucra dificultades en la preparacion de una formulacién segura con
una estabilidad hasta aproximadamente dos afios para su aplicacion clinica. Tales dispersiones de particulas sélidas han
sido exploradas, pero en reposo, las particulas que contienen CoQ10 caen al fondo del contenedor y la redispersion por
agitacion o sacudimiento no cumple los requisitos para su uso médico. Las formulaciones exitosas deben tener una
estabilidad fisica y quimica de hasta aproximadamente dos afios y proporcionar dosificacion exacta para su uso clinico. La
segunda dificultad prominente es tener una formulacion que, en administracion intravenosa, no conduzca a una separacion
o precipitaciéon de particulas dentro de la corriente sanguinea. Tal separacién seria perjudicial para el flujo de sangre y
potencialmente amenazadora de vida.

Se pueden encontrar en la literatura de patentes un numero de diferentes formulaciones con el objeto de mejorar la
biodisponibilidad de la CoQ10. Taki y Takahira describen en el documento de patente EP 23349 (04.02.81), que la absorcion
linfatica de CoQ10 administrada oralmente se incrementa por la coadministracion de acidos grasos de cadena larga y
monoglicéridos. El incremento de la absorcion intestinal por administracion de capsulas que contienen soluciones aceitosas
(tensoactivos) de CoQ10, se describe en diferentes documentos de patentes tales como WO 8604503 A1 (14.08.86), JP
63188623 A2 (04.08.88), JP 62067019 A2 (26.03.87), JP 59148735 A2 (25.08.84) y JP 56012309 (06.02.81). La
solubilizacion de CoQ10 en soluciones micelares se describe en los documentos de patente EP 522433 A1 (13.01.93), WO
8803019 A1 (05.05.88) y JP 59148718 A2 (25.08.84). Ueno et al. (Acta Pharm. Nord., 1 (1989) 99-104) refieren el
incremento de biodisponibilidad peroral por inclusion de CoQ10 en un complejo con B-ciclodextrinas. Una formulacién similar
se describe en el documento de patente JP 56109590 A2 (31.08.81). Ademas, la incorporacion de CoQ10 en emulsiones se
indica que mejora la absorcién intestinal como se describe, por ejemplo, por Yano et al. en el documento de patente EP
494654 A2 (15.07.92). Las particulas de CoQ10 en un estado fisico amorfo, en particular en una fusion super-enfriada, se
describen en las patentes de Estados Unidos Nos. 6.197.349 (concedida el 6 de marzo de 2001) y 6.207.178 (concedida el
27 de marzo de 2001).

Para su administracion parenteral, en particular intravenosa, la CoQ10 tiene que ser incorporada en un vehiculo portador,
puesto que no es posible manufacturar una solucién acuosa con concentraciones terapéuticas de CoQ10 debido a su
lipofilicidad. Las emulsiones de aceite de soya estabilizadas con lecitina para administracion intravenosa de ubidecarenona
se describen por Groke and Polzer (DE 3524788 A1, 22.01.87), Sugio et al. (JP 62123113 A2. 04.06.87). El documento de
patente WO2009 / 012718 A1 describe un emulsionante compuesto, que contiene dos 0 mas emulsionantes seleccionados
de fosfolipido, emulsionante de PEG y sustancia del tipo poloxamero, y que puede contener un protector de congelacion-
descongelacion, asi como una emulsion preparada a partir del emulsionante compuesto y un método de preparacion de la
emulsion. El documento de patente JP 63319046 A2 (27.12.88) describe un vehiculo de emulsién de aceite de soya
recubierto por polisacaridos. Las concentraciones de CoQ10 que pueden ser incorporadas en emulsiones son, sin embargo,
limitadas, debido a la solubilidad relativamente pobre de la CoQ10 en aceites vegetales.

Las preparaciones de liposoma de lecitina de huevo y colesterol que contienen ubidecarenona se describen en el
documento de patente EP 69399 A2 (12.01.83). Los liposomas modificados con polisacarido se describen, por ejemplo, en
los documentos de patente EP 94692 A1 (23.11.83), JP 60001124 A2 (07.01.85) y JP 63313727 A2 (21.12.88).

Sin embargo, la desventaja de incorporar un farmaco en un sistema portador que pudiera resultar en un cambio indeseado
ylo variabilidad significativa en las farmacocinéticas de la sustancia, serian causada debido a que la biodistribucion es
influenciada por la biodistribucion del portador, su actividad RES y la liberacion de farmaco del vehiculo portador. Bogentoft
et al. (en Folkers K., Littaru G. P., Yamagami T., (Eds.), “Biomedical and Clinical Aspects of Coenzyme Q”, Vol. 6. Elsevier
1991, pp. 215-224) observaron que la ubidecarenona se acumula en los érganos RES cuando se administra
intravenosamente en un sistema micelar mezclado o un vehiculo de emulsién, respectivamente. Ademas, la solubilidad de la
sustancia bioactiva en el portador es, a menudo, demasiado baja para obtener dosis terapéuticas en voliumenes aceptables
de la formulacién. Ademas, han sido discutidos en la literatura de patentes, los efectos secundarios téxicos de las particulas
portadoras, por si mismas, entre otros, para las emulsiones lipidicas parenterales (Hajri T. et al., Biochim. Biophys. Acta
1047 (1990) 121-130; Connelly P. W. et al, Biochim. Biophys. Acta 666 (1981) 80-89; Aviram M. et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun. 155 (1988) 709-713; Singh M. et al; J. Parenter. Sci. Technol. 40 (1986) 34-40; Cotter R. et al., Am J. Clin.
Nutr. 41 (1985) 994-1001; Untracht S., Biochim. Biophys. Acta 711 (1982) 176-192).

La CoQ10 es una sustancia problematica con respecto a las formulaciones farmacéuticas de este farmaco. Para
preparaciones farmacéuticas IV de CoQ10, en donde es necesario reducir el tamafio de particula, los métodos tradicionales
han tenido éxito. Por ejemplo, no ha sido posible la micronizacion del material usando molino de bolas, molino de martillo,
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molino de chorro, o molienda criogénica, etc., debido a la naturaleza no friable y bajo punto de fusién de la Coenzima Q10.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién comprende una formulacion de CoQ10 estable y no téxica adecuada para la administracion
intravenosa a un sujeto para producir niveles sanguineos clinicamente eficaces de la Coenzima Q10 (también denominada
CoQ10 0 Q10 en este documento), como se especifica en las reivindicaciones adjuntas 1a 8, 10y 17 a 20.

La presente invencion también comprende un método para preparar una formulacion de CoQ10 estable y no téxica
adecuada para la administracion intravenosa a un sujeto para producir niveles sanguineos clinicamente eficaces de CoQ10,
como se especifica en las reivindicaciones adjuntas 9y 11 a 13.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a una formulacion terapéutica adecuada para la administracion
intravenosa a un sujeto, en la que la formulacién terapéutica incluye una solucién acuosa, un agente activo hidrofébico
dispersado para formar una nanodispersion coloidal de particulas y un agente estabilizante de la dispersion y un reductor de
la opsonizacion seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicoles, polisacaridos, copolimeros que contienen PEG,
poloxaminas y poloxameros, en el que la nanodispersion coloidal del agente activo se dispersa en particulas de
nanodispersién que tienen un tamafio medio de menos de 200 nm determinado por espectroscopia de correlaciéon de
fotones, en donde el agente activo hidréfobo es la Coenzima Q10 (CoQ10) y en donde el agente estabilizante de la
dispersion es DMPC.

En ciertas formas de realizacion, la nano-dispersion coloidal es una suspension.

En ciertas formas de realizacién, la nano-dispersion coloidal es una emulsion.

En algunas modalidades, el agente activo de la nano-dispersion coloidal esta en una forma cristalina.

En algunas modalidades, el agente activo de la nano-dispersion coloidal estd en una forma de fusion super-enfriada.

También se proporcionan modalidades en donde la formulacion tiene un peso por volumen de CoQ10, DMPC y poloxamero
del 4%, 3% y 1.5%, respectivamente. En otras modalidades, el peso por volumen de CoQ10, DMPC y poloxamero es del
8%, 6% y 3.0%, respectivamente.

En algunas formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion, segun se determina mediante
espectroscopia de correlacion de fotones, esta entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 200 nm.

En algunas formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion, segun se determina mediante
espectroscopia de correlacion de fotones, esta entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 100 nm.

En algunas formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion, segun se determina mediante
espectroscopia de correlacion de fotones, esta entre aproximadamente 30 nm y aproximadamente 80 nm.

En algunas formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion, segun se determina mediante
espectroscopia de correlacion de fotones, esta entre aproximadamente 35 nm y aproximadamente 40 nm.

En algunas formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion, segun se determina mediante
espectroscopia de correlacion de fotones, es inferior a aproximadamente 45 nm.

En ciertas formas de realizacién, la formulacion comprende una solucion acuosa, CoQ10 como un agente activo hidrofébico
dispersado para formar una nano-dispersion coloidal de particulas; y DMPC como un agente estabilizador de la dispersién y
un reductor de opsonizacién como se especifica en la reivindicacion 1 adjunta. La nanodispersion coloidal del agente activo
se dispersa en liposomas que tienen tamafios de menos de 200 nm determinados por espectroscopia de correlaciéon de
fotones.

En algunas modalidades, el agente estabilizante de dispersion forma liposomas que son unilaminares. En otras
modalidades, los liposomas son liposomas multilaminares de bi-capa que tienen un espacio acuoso entre las bi-capas y un
espacio lipofilico dentro de las bi-capas. En otras modalidades, el agente activo hidrofobico es atrapado dentro del espacio
lipofilico de las bi-capas. En otras modalidades, el liposoma multilaminar, ademas, incluye un agente hidrofilico atrapado en
el espacio acuoso entre las bi-capas.

Por lo tanto, en ciertas formas de realizacion, la formulaciéon comprende una solucién acuosa; Coenzima Q10 (CoQ10) como
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agente activo hidrofébico dispersado para formar una nanodispersion coloidal de particulas que tienen un tamafio medio de
menos de 200 nm determinado por espectroscopia de correlacion de fotones; y DMPC y un reductor de opsonizacion
seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicoles, polisacéaridos, copolimeros que contienen PEG, poloxaminas y
poloxameros. En algunas formas de realizacion, el reductor de opsonizacién se selecciona del grupo que consiste en
poloxamero y poloxaminas. En algunas formas de realizacion, el reductor de opsonizacion es poloxamero 188. En algunas
formas de realizacion, el agente activo hidréfobo es la Coenzima Q10 (CoQ10) y el reductor de opsonizaciéon es el
poloxamero 188. En algunas formas de realizacion, la formulacion tiene un peso por volumen de CoQ10, DMPC y
poloxamero 188 de 4%, 3% y 1.5%, respectivamente. En otras formas de realizacion, la formulacion tiene un peso por
volumen de CoQ10, DMPC vy poloxamero 188 de 8%, 6% y 3%, respectivamente. En algunas formas de realizacion, la
nanodispersion coloidal es una suspension. En otras formas de realizacion, la nanodispersién coloidal es una emulsion. En
algunas formas de realizacion, el agente activo de la nanodispersion coloidal esta en una forma cristalina. En otras formas
de realizacion, el agente activo de la nanodispersion coloidal esta en una forma fundida super enfriada.

En algunas formas de realizacion, la formulacion es adecuada para administracién intravenosa y comprende una solucién
acuosa; un agente activo hidrofobico dispersado para formar una nanodispersion coloidal de particulas; y DMPC, en el que
la nanodispersion coloidal del agente activo se dispersa en particulas de nanodispersién que tienen un tamafio medio de
menos de 200 nm determinado por espectroscopia de correlaciéon de fotones, y en el que el agente activo hidréfobo es la
Coenzima Q10 (CoQ10). En algunas formas de realizacion, la nanodispersion coloidal es una suspension. En otras formas
de realizacion, la nanodispersion coloidal es una emulsidon. En algunas formas de realizacién, el agente activo de la
nanodispersion coloidal esta en una forma cristalina. En otras formas de realizacién, el agente activo de la nanodispersion
coloidal esta en una forma fundida super enfriada. En algunas formas de realizacion, la formulacién tiene un peso por
volumen de CoQ10 y DMPC de 4% y 3%, respectivamente. En otras formas de realizacion, el peso por volumen de CoQ10 y
DMPC es 8% y 6%, respectivamente. En algunas formas de realizacion, el tamafo medio de las particulas de
nanodispersion segun se determina por espectroscopia de correlacion de fotones esta entre aproximadamente 10 nm y
aproximadamente 200 nm. En otras formas de realizacién, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion segun se
determina mediante espectroscopia de correlaciéon de fotones esta entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 100
nm. En otras formas de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion segun se determina por
espectroscopia de correlacion de fotones esta entre aproximadamente 30 nm y aproximadamente 80 nm. En otras formas
de realizacion, el tamafio medio de las particulas de nanodispersion segun se determina por espectroscopia de correlacion
de fotones esta entre aproximadamente 35 nm y aproximadamente 40 nm. En otras formas de realizacién, el tamafio medio
de las particulas de nanodispersion segun se determina por espectroscopia de correlacion de fotones es inferior a
aproximadamente 45 nm.

En ciertas formas de realizacion, la formulacion comprende una soluciéon acuosa; CoQ10 dispersa para formar una nano-
dispersion coloidal de particulas; un agente estabilizante de la dispersion seleccionado para ser dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC); y un reductor de opsonizacion seleccionado del grupo que consiste en poloxamero y poloxaminas. La
nanodispersion coloidal de CoQ10 se dispersa en particulas de nanodispersion que tienen un tamafio medio entre
aproximadamente 10 nm y aproximadamente 100 nm segun se determina por espectroscopia de correlacion de fotones.

En ciertas formas de realizacion, la formulacion comprende una soluciéon acuosa, CoQ10 dispersa para formar una nano-
dispersion coloidal de particulas, DMPC y poloxamero 188. La nanodispersién coloidal de CoQ10 se dispersa en particulas
de nanodispersién que tienen un tamafio medio de entre 30 nm y 80 nm, segun se determina por espectroscopia de
correlacion de fotones.

En ciertas formas de realizacion, se proporcionan métodos para la preparacion de una nanodispersion de CoQ10 adecuada
para administracion intravenosa. En algunas formas de realizacion, el método comprende dispersar el agente activo
hidrofébico mediante homogeneizacion a alta presién mediante (1) afiadir un agente activo hidréfobo a un bafio de agua a
65°C y mezclarlo para formar una mezcla de agente activo / agua hidréfoba; (2) afiadir DMPC a la mezcla de agente activo /
agua hidrofoba y mezclar a 65 ° C para formar una mezcla de agente activo hidréfobo / agua / DMPC; (3) afiadir un reductor
de opsonizacién para formar una mezcla de agente activo hidréfobo / agua / DMPC / reductor; (4) precalentar un
microfluidizador a 65 ° C; y (5) procesamiento mezclando la mezcla de agente activo hidréfobo / agua / DMPC / reductor en
el Microfluidizador a 65°C de manera que una nanodispersion coloidal de agente activo hidrofébico que tiene un tamafio de
particula medio de menos de 200 nm determinado por fotdn espectroscopia de correlacion se forma.

En algunas modalidades, el método, ademas, comprende la etapa de liofilizar la nano-dispersion coloidal para cristalizar las
particulas de nano-dispersién coloidal de CoQ10.

En algunas modalidades, el método, ademas, comprende la etapa de agregar un lioprotector. En algunas modalidades, el
lioprotector es un azucar nutritivo. En algunas modalidades, el azidcar nutritivo se selecciona del grupo que consiste en
lactosa, manosa, maltosa, galactosa, fructuosa, sorbosa, rafinosa, acido neuraminico, glucosamina, galactosamina, N-
metilglucosamina, manitol, sorbitol, arginina, glicina y sacarosa.
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En algunas formas de realizacion, la formulacion se puede obtener del método de la presente invencion.

Ttambién se proporcionan en esta memoria formulaciones terapéuticas de la presente invencién para su uso en un método
de tratamiento o prevencion de trastornos oncoldgicos en un sujeto, como se especifica en la forma de realizacién (i) de las
reivindicaciones adjuntas 14 a 16 y 21 a 22. En algunas formas de realizacién, el método para tratar o prevenir un trastomo
oncolégico en un sujeto comprende administrar por via intravenosa una formulacién terapéutica, como se especifica en
cualquiera de las reivindicaciones adjuntas 1 a 8, 10 o 17 a 20, a un sujeto de forma tal que el tratamiento o prevencién del
trastorno oncoldgico ocurre. En algunas formas de realizacién, la administracién intravenosa es a través de una dosis
seleccionada para proporcionar eficacia en el sujeto para el trastorno oncolégico que se esta tratando. En algunas formas de
realizacion, el trastorno oncoldgico es un trastorno oncoldgico agresivo o metastasico. En algunas formas de realizacion, el
trastorno oncoldgico agresivo o metastasico se selecciona del grupo que consiste en carcinoma pancreatico, carcinoma
hepatocelular, sarcoma de Ewing, cancer de mama metastasico, melanoma metastasico, cancer cerebral (astrocitoma
glioblastoma), cancer neuroendocrino, cancer de colon, cancer de pulmon, osteosarcoma, cancer de prostata andrégeno-
independiente, cancer de ovario y linfoma no Hodgkin. En otras formas de realizacién, el trastorno oncolégico es un
trastorno oncolégico no agresivo. En algunas formas de realizacion, el trastorno oncolégico no agresivo se selecciona del
grupo que consiste en cancer de mama no metastasico, cancer de prostata andrégeno-dependiente, cancer de pulmén de
células pequefias y leucemia linfocitica aguda.

En algunas formas de realizacion, la formulaciéon comprende aproximadamente 4% de Coenzima _Q10, aproximadamente
3% de DMPC y aproximadamente 1.5% de poloxamero 188.

En ciertas formas de realizacioén, las formulaciones terapéuticas de la presente invencién también se proporcionan en este
documento para usar en métodos para inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, como se especifica en la
forma de realizacion (ii) de las reivindicaciones adjuntas 14 y 21. En algunas formas de realizacion, el método comprende
administrar por via intravenosa una formulacién terapéutica, como se describe en la presente memoria, a un sujeto de
manera que se inhibe el crecimiento de células tumorales. En algunas formas de realizacion, la administracion intravenosa
es a través de una dosis seleccionada para proporcionar eficacia en la inhibicién del crecimiento de células tumorales en el
sujeto. En algunas formas de realizacion, la formulacion comprende aproximadamente 4% de Coenzima Q10,
aproximadamente 3% de DMPC y aproximadamente 1.5% de poloxamero 188.

En algunas formas de realizacion, el trastorno oncoldgico es una afeccidon oncolégica relacionada con o asociada con la
desregulacion de la familia de proteinas Bcl-2.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Se describen a continuacion varias modalidades de la presente invencién, con referencia a las Figuras, en donde:

La Figura 1 representa muestras liofilizadas de nanoparticulas de CoQ10 marcadas como Formas R, A, O y C como se
representa de izquierda a derecha, donde las Formas R, O y C se sometieron a 20 pases cada una a través del proceso de
homogeneizacion, mientras que la Forma A estaba sujeta. a 40 pases a través del proceso de homogeneizacion.

La Figura 2 representa muestras liofilizadas de nanoparticulas de CoQ10 marcadas como formas G, Q, S y T como se
representa de izquierda a derecha, donde las formas G, Q, S y T se sometieron a 20 pases cada una a través del proceso
de homogeneizacion.

La Figura 3 representa muestras liofilizadas de nanoparticulas de CoQ10 marcadas como Formas U y V como se representa
de izquierda a derecha, donde las Formas U y V se sometieron a 20 pases cada una a través del proceso de
homogeneizacion.

La Figura 4 representa los patrones de XRDP para la muestra liofilizada para A y se superpone con el patron obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 5 representa patrones de XRDP para la Forma C de muestra liofilizada y se superponen con el patron obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 6 representa patrones de XRDP para la Forma G de muestra liofilizada y se superponen con el patrén obtenido a
partir de la sustancia en masa CoQ10.

La Figura 7 representa los patrones XRDP para la Forma O de la muestra liofilizada y se superpone con el patron obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.
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La Figura 8 representa patrones de XRDP para la Forma Q de la muestra liofilizada y se superponen con el patrén obtenido
a partir de la sustancia en masa de CoQ10.

La Figura 9 representa patrones de XRDP para la forma R de la muestra liofilizada y se superponen con el patron obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 10 representa patrones de XRDP para la forma S de muestra liofilizada y se superponen con el patron obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 11 representa patrones de XRDP para la forma T de muestra liofilizada y se superponen con el patrén obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 12 representa los patrones XRDP para la muestra U muestra liofilizada y se superponen con el patrén obtenido a
partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 13 representa patrones de XRDP para la forma V de la muestra liofilizada y se superponen con el patrén obtenido
a partir de la sustancia a granel CoQ10.

La Figura 14 representa el efecto del tiempo de procesamiento en las nanoparticulas coloidales donde la CoQ10 es de 2,5
g, la DMPC es de 1,5 g y se homogeneizan en 46 ml de agua.

La Figura 15 representa un liposoma formado por los métodos descritos en la presente memoria en donde el liposoma es un
liposoma unilaminar de dos capas.

La Figura 16 representa un liposoma formado por los métodos descritos en la presente memoria en el que el liposoma es un
liposoma multilaminado de dos capas.

La Figura 17 representa el efecto del numero de pases en el tamafio de las nanoparticulas coloidales donde la relacion de
formulacion de CoQ10: DMPC: Poloxamero es 4: 1: 0,4:2: 0y 4: 3: 0.

La Figura 18 representa el efecto del numero de pasadas sobre el tamafo de las nanoparticulas coloidales donde la relacion
de formulacion de CoQ10: DMPC: Poloxamer es 4: 1: 1,4:2: 1y 4: 3: 1.

La Figura 19 representa el efecto del numero de pases en el tamafio de las nanoparticulas coloidales donde la relacion de
formulaciéon de CoQ10: DMPC: Poloxamero es 4: 3: 0.5,4: 3: 1y 4: 3: 1.5.

La Figura 20 representa el efecto del numero de pases en el tamafio de las nanoparticulas coloidales donde la relacion de
formulacion de CoQ10: DMPC: Poloxamero es 4: 2: 0.5,4:2: 1y 4: 2: 1.5.

La Figura 21 representa, en forma grafica, la concentracién promedio de CoQ10 en el plasma a lo largo del tiempo (min) en
base a la administracion de la formulaciéon 1 que no incluia poloxamero.

La Figura 22 representa, en forma grafica, la concentracion promedio de CoQ10 en el plasma a lo largo del tiempo (min) en
base a la administracion de la formulacion 1l que incluye poloxamero.

La Figura 23 representa, en forma grafica, la eficacia de la formulacion IV de nanoparticulas de CoQ10 en el tratamiento del
clon hepatico de cloroma maligno con una relacion 4: 3: 1.5 de CoQ10: DMPC: poloxamero 188 en comparacion con la
quimioterapia sola y en combinacion con quimioterapia.

La Figura 24 representa, en forma grafica, la eficacia de la formulacion IV de nanoparticulas de CoQ10 en el tratamiento del
clon pulmonar de cloroma maligno con una relacién 4: 3: 1.5 de CoQ10: DMPC: poloxamero 188 en comparacion con la
quimioterapia sola y en combinacion con quimioterapia.

La Figura 25 representa, en forma grafica usando OCR como una lectura, los efectos de dos formulaciones de CoQ10 IV en
células HepG2. La formulacion | fue 4: 3: 0 CoQ10: DMPC: poloxamero 188 y la formulacién Il fue 4: 3: 1,5 CoQ10: DMPC:
poloxamero 188.

La Figura 26 representa, en forma grafica usando OCR como una lectura, los efectos de dos formulaciones de CoQ10 IV en
células MCF-7. La formulacion | fue 4: 3: 0 CoQ10: DMPC: poloxamero 188 y la formulacion 1l fue 4: 3: 1,5 CoQ10: DMPC:
poloxamero 188.
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La Figura 27 representa, en forma grafica usando OCR como una lectura, los efectos de dos formulaciones de CoQ10 IV en
células PC-3. La formulacion | fue 4: 3: 0 CoQ10: DMPC: poloxamero 188 y la formulacion 1l fue 4: 3: 1,5 CoQ10: DMPC:
poloxamero 188.
La Figura 28 representa, en forma grafica usando OCR como una lectura, los efectos de dos formulaciones de CoQ10 IV en
células PaCa2. La formulacion | fue 4: 3: 0 CoQ10: DMPC: poloxamero 188 y la formulacion 1l fue 4: 3: 1,5 CoQ10: DMPC:
poloxamero 188.

La Figura 29 representa transferencias de Western para determinar el nivel de caspasa en el gel 1, 24 horas después del
tratamiento.

La Figura 30 representa transferencias de western para determinar el nivel de actina en el gel 1, 24 horas después del
tratamiento.

La Figura 31 representa transferencias de Western para determinar el nivel de caspasa en el gel 2, 24 horas después del
tratamiento.

La Figura 32 representa transferencias de Western para determinar el nivel de actina en el gel 2, 24 horas después del
tratamiento.

La Figura 33 representa niveles de proteina Caspasa 3 normalizados observados en PC3.

La Figura 34 representa niveles de proteina de caspasa 3 normalizados observados en PaCa2.

La Figura 35 representa niveles de proteina de Caspasa 3 no normalizados observados en células HepG2.

La Figura 36 representa niveles de proteina Caspasa 3 normalizados observados en células HDfa.

La Figura 37 representa los resultados de ratones NSG no tratados en un estudio MiaPACA2.

La Figura 38 representa los resultados de ratones NSG no tratados en un estudio MiaPACAZ2.

La Figura 39 representa los resultados de ratones NSG tratados con control de excipientes en un estudio MiaPACA2.

La Figura 40 representa los resultados de ratones NSG tratados en un estudio MiaPACA2 con 0,5 mg / kg de la formulacién
4: 3: 1,5 de CoQ10 IV mediante administracion por infusién intravenosa durante aproximadamente 4 horas.

La Figura 41 representa los resultados de ratones NSG tratados en un estudio MiaPACA2 con 5 mg / kg de la formulacion 4:
3: 1.5 de CoQ10 IV mediante administracion por infusion intravenosa durante aproximadamente 4 horas.

La Figura 42 representa los resultados de ratones NSG tratados en un estudio MiaPACA2 con 10 mg / kg de la formulacién
4: 3: 1.5 de CoQ10 IV mediante administracion por infusién intravenosa durante aproximadamente 4 horas.

La Figura 43 representa los resultados de ratones NSG tratados en un estudio MiaPACA2 con 25 mg / kg de la formulacién
4: 3: 1.5 de CoQ10 IV mediante administracion por infusién intravenosa durante aproximadamente 4 horas.

La Figura 44 representa los resultados de ratones NSG tratados en un estudio MiaPACA2 con 50 mg / kg de la formulacién
4: 3: 1.5 de CoQ10 IV mediante administracion por infusién intravenosa durante aproximadamente 4 horas.

La Figura 45 representa los resultados de supervivencia de ratones tratados con doxorrubicina sola.

La Figura 46 representa los resultados de supervivencia de ratones tratados con la terapia de combinacion de doxorrubicina
y la formulacién 4: 3: 1.5 de CoQ10 IV.

La Figura 47 representa las concentraciones hepaticas medias de CoQ10 frente a la dosis para ratas y perros machos y
hembras.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a formulaciones intravenosas de agente farmacéutico activo pobremente soluble en agua
CoQ10.
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Las formulaciones intravenosas de la presente invencién permiten el suministro de cantidades precisas de un agente
farmacéutico activo, tal como CoQ10, en la corriente sanguinea para el transporte a érganos tales como el higado y el
corazon y otros tejidos, incluyendo tumores. La presente invencidn proporciona una formulacion intravenosa clinicamente y
terapéuticamente eficaz y utilizable de CoQ10, que es estable a temperaturas ambiente comunes y permanece
esencialmente sin cambios en las caracteristicas de dispersion durante periodos de al menos 12 meses.

A los efectos de optimizar la legibilidad y facilitar el entendimiento de la invencién, como se describe en la presente
memoria, puede ser beneficioso considerar la siguiente definicion de términos y frases como se usan en la presente
memoria.

|. Definiciones

De conformidad con la presente descripcién y como se usa en la invencion, los siguientes términos se definen con los
siguientes significados, a menos que se establezca explicitamente de otra cosa.

Como se usa en la presente memoria, “uno”, “un”, y “el” incluyen referencias plurales a menos que el contexto claramente
dicte otra cosa.

Como se usa en la presente memoria, un componente “farmacéuticamente aceptable” es aquel que es adecuado para su
uso en humanos y/o animales, sin efectos secundarios adversos indebidos (tales como toxicidad, irritacion y respuesta
alérgica), acorde con una relacion de beneficio/riesgo razonable.

Como se usa en la presente descripcion, “cantidad segura y efectiva terapéutica” se refiere a la cantidad de un componente
que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin efectos secundarios adversos (tales como toxicidad,
irritacion, o respuesta alérgica), acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable, cuando se usa en la forma descrita en
esta memoria. Por “cantidad terapéuticamente efectiva” se entiende una cantidad de un compuesto de la presente
descripcion, que es efectiva para producir la respuesta terapéutica deseada. Por ejemplo, la curacion acelerada de heridas,
alivio de dolor y fatiga. La cantidad segura y efectiva especifica o cantidad terapéuticamente efectiva variara con factores
tales como la afeccion particular a ser tratada, la condicion fisica del paciente, el tipo de mamifero o animal a ser tratado, la
duracién del tratamiento, la naturaleza de terapia concurrente (si la hay), y las formulaciones especificas empleadas, y la
estructura de los compuestos o sus derivados.

“Tratamiento” es una intervencién realizada con la intencién de prevenir el desarrollo o alterar la patologia o sintomas de un
trastorno. Por consiguiente, “tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas. Aquellos en necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con el trastorno, asi como también aquellos en los
cuales el trastorno sera prevenido. Como se usa en la presente descripcion, “aliviado” o “tratamiento” se refiere a un sintoma
que se aproxima a un valor normalizado (por ejemplo un valor obtenido en un paciente o individuo saludable), por ejemplo,
es menos del 50% diferente de un valor normalizado, en modalidades menores de aproximadamente el 25% diferente de un
valor normalizado, en otras modalidades es menor del 10% diferente de un valor normalizado, y, en todavia otras
modalidades, la presencia de un sintoma no es significativamente diferente de un valor normalizado, como se determina
usando pruebas estadisticas rutinarias.

Como se usa en la presente memoria, “un sintoma aliviado” o “sintoma tratado” se refiere a un sintoma que se aproxima a
un valor normalizado, por ejemplo, es menos del 50% diferente de un valor normalizado, en modalidades menor de
aproximadamente el 25% diferente de un valor normalizado, en otras modalidades, menor de aproximadamente el 10%
diferente de un valor normalizado, y, todavia otras modalidades, la presencia de un sintoma no es significativamente
diferente de un valor normalizado como se determina usando pruebas estadisticas rutinarias.

Como se usa en la presente descripcion, “opsonizacion” se refiere al proceso por el cual un agente activo lipofilico, como se
describe en la presente invencién, se marca para ingestion y destruccion por un fagocito. La opsonizacion involucra el
enlace de una opsonina a agente activo. Después que la opsonina se enlaza a la membrana, los fagocitos son atraidos al
agente activo. Una opsonina es cualquier molécula que actia como un mejorador de enlace para el proceso de fagocitosis.

Como se usa en la presente descripcion, el término “reductor de opsonizacion” se refiere a cualquier agente que trabaja en
conjunto con el agente activo para reducir la capacidad de las opsoninas, para actuar como un mejorador de enlace para el
proceso de fagocitosis.

De acuerdo con la presente descripcion, se proporciona una formulacion para la administracién mejorada de agentes
bioactivos lipofilicos, los cuales también pueden ser referidos en la presente invencién como agentes bioactivos
hidrofébicos. Como se usa en la presente descripcion, un “agente bioactivo lipofilico” o “agente bioactivo hidrofébico” incluye
un agente que es insoluble o es sustancialmente insoluble en agua. Especificamente, los agentes bioactivos lipofilicos,
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como se usan en la presente memoria, tendran una solubilidad en agua que es menor que aproximadamente 1 parte de
farmaco bioactivo, en aproximadamente 1000 partes de agua.

Como se usa en la presente descripcion, el término “coloidal” se refiere a un estado de subdivision, implicando que las
moléculas o particulas polimoleculares dispersadas en un medio tienen, al menos, en una direccién una dimension
aproximadamente entre 1 nmy 1 ym.

Como se usa en la presente descripcion, una “dispersion” o “dispersion coloidal” se refiere a un sistema en el cual las
particulas de tamafio coloidal de cualquier naturaleza (por ejemplo, soélido, liquido o gas), se dispersan en una fase continua
de un estado o composicion diferente. En el suministro de farmaco intravenoso, la fase continua es sustancialmente agua y
las particulas dispersadas pueden ser solidas (una suspension) o un liquido inmiscible (emulsion).

Como se usa en la presente descripcion, una “fusion super-fria” se refiere al estado del agente activo antes de la
homogenizacion, en donde, a una temperatura por debajo del punto de fusion del material volumétrico del agente activo, las
particulas coloidales no estan en una forma sélida o cristalina, sino, mas bien, en un estado amorfo.

Como se usa en la presente descripcidn, un “lipoprotector” se refiere a excipientes farmacéuticamente aceptables, los
cuales protegen al agente activo dispersado contra las condiciones desestabilizantes durante el proceso de liofilizacién,
almacenamiento subsecuente y reconstitucion.

Los términos “particulas coloidales” “particulas de dispersién”, “particulas de nano-dispersién”, y “particulas de dispersion
coloidal”, son todos usados intercambiablemente en la presente invencién y se refieren a la forma dispersada del agente
activo en nano-particulas, ya sea en el estado volumétrico o en un estado fundido.

El término “formulacion”, como se usa en la presente memoria, para referirse a CoQ10, incluye poloxamero a menos que se
especifique de otra manera.

Un “paciente” o “sujeto” a ser tratado por el método de la invencién, puede significar ya sea un animal no humano o
humanos, preferentemente un mamifero. Se debe sefialar que las observaciones clinicas descritas en la presente
descripcion, fueron hechas con sujetos humanos y, en al menos algunas modalidades, los sujetos son humanos.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” significa la cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un paciente para
tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar tal tratamiento para la enfermedad. Cuando se administra para prevenir
una enfermedad, la cantidad es suficiente para evitar o retrasar el comienzo de la enfermedad. La “cantidad
terapéuticamente efectiva” variara dependiendo del compuesto, la enfermedad y su severidad y la edad, peso, etc., del
paciente a ser tratado.

“Prevenir” o “prevencion” se refiere a una reduccion del riesgo de adquirir una enfermedad o trastorno (es decir, causar que
al menos uno de los sintomas clinicos de la enfermedad no se desarrolle en un paciente que puede estar expuesto o
predispuesto a la enfermedad pero todavia no experimenta o exhibe sintomas de la enfermedad).

El término tratamiento “profilactico” o “terapéutico” se refiere a la administracion al sujeto de una o mas composiciones
objeto. Si se administra antes de la manifestacion clinica de la afeccidon no deseada (por ejemplo, enfermedad u otro estado
no deseado del animal huésped) entonces el tratamiento es profilactico, es decir, protege al huésped contra el desarrollo de
la afeccion no deseada, mientras que si se administra después de la manifestacion de la afeccion no deseada, el tratamiento
es terapéutico (es decir, se propone para disminuir, aliviar o mantener la afeccion no deseada existente o los efectos
secundarios de la misma).

El término “efecto terapéutico” se refiere a un efecto local o sistémico en animales, particularmente mamiferos, y, mas
particularmente, humanos, causado por una sustancia farmacolégicamente activa. El término, por consiguiente, significa
cualquier sustancia propuesta para su uso en el diagnéstico, cura, mitigacién, tratamiento o prevencion de la enfermedad o
en el mejoramiento de las afecciones y desarrollo fisico o mental deseable en un animal o humano. La frase “cantidad
terapéuticamente efectiva” equivale a la cantidad de tal sustancia, que produce algun efecto local o sistémico deseado, en
una relacion de beneficio/riesgo razonable, aplicable a cualquier tratamiento. En ciertas modalidades, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto dependera de su indice terapéutico, solubilidad y similares. Por ejemplo, ciertos
compuestos descubiertos por los métodos de la presente invencion se pueden administrar en una cantidad suficiente para
producir una relacién de beneficio/riesgo razonable aplicable a tal tratamiento.

Los términos “trastornos” y “enfermedades” se usan de manera inclusiva y se refieren a cualquier desviacién de la estructura
o funcién normal de cualquier parte, 6rgano o sistema del cuerpo (o cualquier combinacion de los mismos). Una enfermedad
especifica se manifiesta por sintomas y signos caracteristicos, incluyendo cambios biolégicos, quimicos Yy fisicos, y, con

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 664 793 T3

frecuencia, se asocia con una variedad de otros factores incluyendo, pero no limitados a, factores demograficos,
ambientales, empleo, genéticos e historiales médicos. Ciertos signos, sintomas caracteristicos y factores relacionados, se
pueden cuantificar a través de una variedad de métodos para producir informacioén de diagnéstico importante.

El término “expresién” se usa en la presente memoria para significar el proceso por el cual un polipéptido se produce a partir
de ADN. EIl proceso involucra la transcripcion del gen en ARNm y la traduccion de este ARNm en un polipéptido.
Dependiendo del contexto en el cual se usa, “expresion” puede referirse a la produccion de ARN, de proteina o de ambos.

Los términos “nivel de expresion de un gen” o “nivel de expresién de genes” se refieren al nivel de ARNm, asi como también
los trancriptos nacientes pre-ARNm, intermediarios de procesamiento de transcripto, productos de degradacion y ARNm(s)
maduros, o el nivel de proteina, codificada por el gen en la célula.

Ahora se hara referencia en detalle a las modalidades preferidas de la invencion. Mientras que la invencion se describe en
conjunto con las modalidades preferidas, se ha de entender que no se proponen las modalidades preferidas con el objeto de
invencion a las mismas. Por lo contrario, se propone cubrir las alternativas, modificaciones y equivalentes ya que se pueden
incluir dentro del espiritu y alcance de la invenciéon como se define por las reivindicaciones anexas.

En todos los casos de esta solicitud en donde se citen una serie de valores numéricos, se entendera que cualquiera de los
valores numéricos citados puede ser el limite superior o el limite inferior de un intervalo numérico. Se entendera,
adicionalmente, que la invencién abarca todos los intervalos numéricos, es decir, un intervalo que tiene una combinacién de
un limite numérico superior y un limite numeérico inferior, en donde el valor numérico para cada uno del limite superior y el
limite inferior puede ser cualquier valor numérico citado en la presente memoria.

Il. Composiciones

La presente descripcion proporciona composiciones de CoQ10 para el tratamiento y prevencion de cancer, como se
especifica en las reivindicaciones anexas. La composicién de la presente descripcion se puede administrar a un paciente ya
sea por si sola, o en composiciones farmacéuticas donde se mezcla con portadores o excipientes adecuados. En el
tratamiento de un paciente que exhibe un trastorno de interés, se administra una cantidad terapéuticamente efectiva de un
agente o agentes tales como este. Una dosis terapéuticamente efectiva se refiere a aquella cantidad del compuesto que
resulta en el alivio de los sintomas o una prolongacion de la supervivencia en un paciente.

Los sujetos de muchas diferentes especies se pueden tratar con las composiciones de la presente descripcion. Una lista
ejemplar no exhaustiva de tales animales incluye mamiferos tales como ratones, ratas, conejos, cabras, ovejas, cerdos,
caballos, vacas, perros, gatos y primates tales como monos, simios y seres humanos. Aquellos sujetos animales conocidos
por sufrir de fatiga muscular, dolor, heridas y similares pueden ser adecuados para el uso de la presente descripcién. En
particular, los pacientes humanos que sufren de lesiones, cirugia, artritis, fatiga muscular, cancer y similares son sujetos
animales adecuados para el uso de la invencion aqui descrita. Adaptando los métodos ensefiados en la presente memoria a
otros métodos conocidos en la ciencia veterinaria o medicina (por ejemplo, ajustando la dosis de las sustancias
administradas de acuerdo con el peso del animal objeto), las composiciones utilizadas en la presente descripcién se pueden
optimizar facilmente para su uso en otros animales.

Las composiciones de la invencion son adecuadas para administracion intravenosa. Las rutas de administracion adecuadas
de las presentes composiciones de la invencién pueden incluir suministro parenteral, incluyendo, inyecciones intravenosas,
intramusculares, subcutaneas, intramedulares, asi como también inyecciones intratecales, intraventriculares directas,
intravenosas, intraperitoneales, intranasales, o intraoculares, solo por nombrar algunas. En una modalidad, las
composiciones proporcionadas en la presente invencion se pueden administrar por inyeccién directa a un tumor. En algunas
modalidades, las formulaciones de la invencion se pueden administrar por inyeccion intravenosa o infusion intravenosa. En
una modalidad, las composiciones de la invencion se administran por inyeccion intravenosa. En una modalidad, las
composiciones de la invencion se administran por infusion intravenosa. Donde la ruta de administracion, por ejemplo, es la
infusién intravenosa, se proporcionan modalidades en la presente invencion donde la infusién IV comprende el agente
activo, por ejemplo, Coenzima Q10, a aproximadamente una concentracion de 40 mg/mL. Donde la composicion se
administra por infusion IV, se diluye en solucion salina amortiguada con fosfato. En algunas modalidades, una o mas rutas
de administracion se pueden combinar, tales como, por ejemplo, intravenosa e intratumoral, o intravenosa y per-oral, o
intravenosa y oral, o intravenosa y transdérmica o transmucosal.

Las composiciones descritas en la presente memoria se pueden administrar a un sujeto en cualquier formulacion adecuada,
dentro del alcance de las reivindicaciones anexas. Por ejemplo, CoQ10 se puede formular para suministro parenteral, por
ejemplo, para inyeccién subcutanea, intravenosa, intramuscular o intratumoral. Las composiciones se pueden administrar en
un bolo unico, inyecciones multiples o por infusién continua (por ejemplo, intravenosamente o por dialisis peritoneal). Para la
administracion parenteral, las composiciones se pueden formular en una forma esterilizada libre de pirégenos. Las
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composiciones de la presente descripcion también se pueden administrar in vitro a una célula (por ejemplo, a la produccion
de Bc1-2 en una célula o en un cultivo in vitro) agregando simplemente la composicion al fluido en el cual la célula esta
contenida.

La toxicidad y eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar por procedimientos farmacéuticos estandares
en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal a 50% de la poblacion)
y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacién). La relacion de dosis entre los efectos toxicos y
terapéuticos es el indice terapéutico y se puede expresar como la relacion LD50/ED50. Los compuestos que exhiben indices
terapéuticos grandes pueden ser deseables. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular y estudios en animales
se pueden utilizar para formular un intervalo de dosificaciones para su uso en humanos. La dosificacion de tales compuestos
puede estar dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o nada toxicidad. La
dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada y la ruta de
administracion utilizada.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen composiciones en donde el
ingrediente activo CoQ10 se contiene en una cantidad efectiva para lograr su proposito pretendido. La determinacion de la
cantidad efectiva esta dentro de la capacidad de aquellos expertos en la materia, especialmente a la luz de la descripcién
detallada proporcionada en la presente memoria. Ademas del ingrediente activo, estas composiciones farmacéuticas
pueden contener portadores adecuados, farmacéuticamente aceptables, que incluyen excipientes y auxiliares, los cuales
facilitan el procesamiento de los compuestos activos en las preparaciones que se pueden utilizar farmacéuticamente, de
acuerdo con las reivindicaciones anexas. Las preparaciones formuladas son adecuadas para la administracion intravenosa y
se presentan en forma de soluciones de nanodispersién coloidal, como se especifica en las reivindicaciones adjuntas.

Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension, como
carboximetil celulosa de sodio, sorbitol, o dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizantes o
agentes adecuados que incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de soluciones altamente
concentradas, siempre que tales suspensiones se encuetren de aceurdo con las reivindicaciones adjuntas.

Ill. Formulaciones

La presente invencion proporciona formulaciones terapéuticas que comprenden el agente activo hidrofébico, Coenzima Q10
(CoQ10), que son adecuadas para administracion intravenosa a un sujeto como se describe en la presente memoria. A
través de la homogenizacion a alta presion, las particulas de agente activo (CoQ10) se reducen para producir particulas que
son bastante pequefias para pasar a través de un filtro de esterilizaciéon de 200 nm. Las particulas que son bastante
pequefias para pasar a través de un filtro de esterilizacién de 200 nm se pueden inyectar intravenosamente. Estas particulas
son mucho mas pequefias que las células sanguineas y por lo tanto no embolizaran los capilares. Los glébulos rojos, por
ejemplo, son discos de 6 mm x 2 mm. Las particulas se dispersan y se encierran o son rodeadas por un agente
estabilizante. Aunque no se desea estar sujeto a la teoria, se cree que los agentes estabilizantes son atraidos al agente
activo hidrofébico de modo que las particulas dispersadas del agente activo hidrofébico son rodeadas por el agente
estabilizante formando una suspensidén o una emulsidén. Las particulas dispersadas en la suspension o emulsién
comprenden una superficie de agente estabilizante y un nucleo que consiste en el agente activo hidrofébico en una forma
particulada solida (suspension) o en una forma liquida inmiscible (emulsion). En ciertos aspectos, las particulas dispersadas
son arraigadas en las regiones lipofilicas de un liposoma.

El sistema coloidal dispersado proporcionado en la presente invencion, proporciona ciertas ventajas de desempefio sobre el
estado previo de la técnica. Por ejemplo, la presente invencion permite una alta carga de farmaco en la formulacion sin el
uso de co-solventes. Adicionalmente, se logran altos niveles en plasma y relativamente reproducibles sin la dependencia de
portadores de lipoproteina de baja densidad endégenos. De manera mas importante, la presente invenciéon permite altos
niveles de farmaco sostenidos en tumores sélidos debido a la acumulacion pasiva de las particulas coloidales del agente
activo hidrofébico.

La presente formulacién intravenosa comprende sustancialmente una fase continua de agua y solidos dispersados
(suspension) o liquido inmiscible dispersado (emulsion). Los sistemas coloidales dispersados, en los cuales las particulas
estan compuestas en gran medida del agente activo (farmaco) por si solo, frecuentemente pueden suministrar mas farmaco
por unidad de volumen que los sistemas de solubilizacion continua, si el sistema se puede hacer adecuadamente estable.
La presente invencion proporciona dispersiones coloidales del agente activo pobremente soluble en agua CoQ10.

Utilizando dispositivos mecanicos, como un microfluidizador, el tamafio de particula se reduce por homogenizacién continua
a alta presion, formando gotitas de tamafio coloidal en un sistema de pulverizacion, o por cizallamiento de las particulas en
un liquido que fluye a alta velocidad en un pasaje restringido y sinuoso. Se requiere energia significativa para escindir la
particula volumétrica por si sola. La particula menor incrementa el area interfacial del agente activo. DMPC como
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tensioactivo se utiliza para reducir la energia interfacial estabilizando la dispersion. El tamafio de particula determina el area
interfacial total y la energia interfacial que se debe adaptar para lograr un sistema estable. Como el tamafio de particula
disminuye, se requiere mas energia para producir la particula y puesto que el area de superficie total incrementa, el
tensioactivo debe adaptar una energia interfacial mayor.

A través de la homogenizacion a alta presidon como se ejemplifica en la presente, el tamafio de particula del agente activo,
por ejemplo, CoQ10, se redujo a menos de 200 nm (en el que todos los tamafios de particula especificados aqui y a
continuacidon se determinan mediante espectroscopia de correlaciéon de fotones). En algunas modalidades, el tamafo de
particula se redujo entre 10 nm y 200 nm o entre 10 nm y 100 nm o, mas preferentemente, entre 30 nm y 80 nm. En algunas
modalidades, las particulas de agente activo coloidal resultante CoQ10, estan en un estado super-enfriado amorfo como se
define en la presente memoria.

En ciertas modalidades, las particulas de CoQ10 dispersadas se cristalizan por un proceso de liofilizacion para producir
particulas de nano-dispersion en donde el nucleo de agente activo estuvo en forma cristalina (ver Figuras 1-3). Se utilizd
microscopia de luz polarizante (PLM) o difraccion en polvo de rayos X (XRD) para confirmar la cristalinidad de la dispersion
coloidal de CoQ10 y se comparé con la XRDP de CoQ10 volumétrica (ver Figuras 4-13). En la forma R, como se representa
en la Figura 1, una formulacién que comprende 5.0% en peso de CoQ10, 3.3% en peso de poloxamero y 91% en peso de
agua, se sometio a ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizéd para producir las particulas representadas en el
primer vial de la izquierda en la Figura 1. La XRDP, como se representa en la Figura 9 demuestra que las particulas de
CoQ10 fueron cristalinas. En la forma A, como se representa en el vial de la Figura 1, segundo de la izquierda, una
formulaciéon que comprende 3% en peso de CoQ10, 1.8% en peso de Lipoide SPC-3 y 95.2% en peso de agua, se sometid
a ciclos 20 veces en un microfluidizador para reducir el tamafio de particula. Las particulas luego se liofilizaron para producir
las particulas representadas en el segundo vial de la izquierda de la Figura 1. La XRDP, como se representa en la Figura 4
mas adelante, demuestra que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas. En la forma O, como se representa en la Figura 1,
una formulacion que comprende 5.0% en peso de CoQ10, 3.0% en peso de DMPC y 92% en peso de agua, se someti6 a
ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizdé para producir las particulas representadas en el tercer vial de la
izquierda en la Figura 1. La XRDP, como se representa en la Figura 7 mas adelante, demuestra que las particulas de
CoQ10 fueron cristalinas. En la forma C, como se representa en la Figura 1, una formulacién que comprende 5.0% peso de
CoQ10, 3.3% en peso de poloxdmero y 91% en peso de agua, se sometid a ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego
se liofilizd para producir las particulas representadas en el cuarto vial de la izquierda en la Figura 1. La XRDP, como se
representa en la Figura 5 demuestra que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas. En la forma G, como se representa en
la Figura 2, una formulacion que comprende 5.0% en peso de CoQ10, 3.0% en peso de Lipoide SPC-3 y 92% en peso de
agua, se sometio a ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizé para producir las particulas representadas en el
primer vial de la izquierda en la Figura 2. La XRDP, como se representa en la Figura 6 demuestra que las particulas de
CoQ10 fueron cristalinas. En la forma Q, como se representa en la Figura 2, una formulacion que comprende 5.0% en peso
de CoQ10, 2.5% en peso de DMPC, 0.5% en peso de desoxicolato de sodio y 92% en peso de agua, se sometio a ciclos 20
veces en un microfluidizador y luego se liofilizé para producir las particulas representadas en el segundo vial de la izquierda
en la Figura 2. La XRDP, como se representa en la Figura 8 demuestra que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas. En la
forma S, como se representa en la Figura 2, una formulacién que comprende 7.5% en peso de CoQ10, 4.5% en peso de
DMPC y 88% en peso de agua, se sometié a ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizé para producir las
particulas representadas en el tercer vial de la izquierda en la Figura 2. La XRDP, como se representa en la Figura 10
demuestra que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas. En la forma T, como se representa en la Figura 2, una
formulaciéon que comprende 7.5% en peso de CoQ10, 5.0% en peso de poloxamero y 87.5% en peso de agua, se sometié a
ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizé para producir las particulas representadas en el cuarto vial de la
izquierda en la Figura 2. La XRDP, como se representa en la Figura 11 demuestra que las particulas de CoQ10 fueron
cristalinas. En la forma U, como se representa en la Figura 3, una formulacion que comprende 7.5% en peso de CoQ10,
4.0% en peso de DMPC, 1.0% en peso de poloxamero 188 y 87.5% en peso de agua, se sometio a ciclos 20 veces en un
microfluidizador y luego se liofilizd para producir las particulas representadas en el primer vial de la izquierda en la Figura 3.
La XRDP, como se representa en la Figura 12 demuestra que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas. En la forma V,
como se representa en la Figura 3, una formulaciéon que comprende 3.0% en peso de CoQ10, 1.5% en peso de DMPC y
95.5% en peso de agua, se sometio a ciclos 20 veces en un microfluidizador y luego se liofilizé para producir las particulas
representadas en el segundo vial de la izquierda en la Figura 3. La XRDP, como se representa en la Figura 13 demuestra
que las particulas de CoQ10 fueron cristalinas.

En la liofilizacién de las particulas, el secador se enfrié a -35°C. Se agregaron al vial de suero de 5 ml, por duplicado, tres
milimetros de cada una de las formulaciones anteriores. El tapon del suero se colocé en la parte superior, pero se dejo
espacio para que el vapor de agua escapase. Las formulaciones se colocaron en congelador a -78°C por 1 hora para su
rapido congelamiento. Después de este periodo, todas se transfirieron in foto al anaquel medio del secador. El vacio se
inici6 inmediatamente. Después de 16 horas, la temperatura se ajusté desde -35°C a -30°C. Después de 24 horas, la
temperatura se ajust6 desde -30°C a -28°C. Después de 2 horas, la temperatura se ajusté desde -28°C a -26°C. Después
de 4 horas, la temperatura se ajusté finalmente entre -26°C y -25°C. Después de alcanzar -25°C, los viales se taparon y el
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vacio se libero al aire ambiental. Los viales se juntaron y se tomaron fotografias de los productos secos como se representa
en las Figuras 1-3.

Al reducir el tamafio de particula de la dispersién, puede ser deseable que la mezcla de CoQ10 pase por varias pasadas a
través de un microfluidizador para obtener el tamafio de particula deseado. Después de un solo paso a través del
Microfluidizador M110P con camara de interaccion F12Y con pasajes de 75 mm, se produjeron particulas con un diametro
medio inferior a 200 nm. Después de 20 pases, el diametro medio de las particulas era inferior a 50 nm (véase la Figura 14).
La formulacion contenia 5 g de CoQ10, 3 g de DMPC y 92 ml de agua. Un experto en la materia entendera que las
cantidades de CoQ10, DMPC y agua pueden ajustarse dependiendo del uso terapéutico deseado. El microfluidizador
funcionaba a una presién maxima de 25,000 PSI. En la forma de realizacion de la reivindicacion 17 adjunta, se agrega
DMPC como agente estabilizante de la dispersion. En la forma de realizacion de la reivindicacion 9 adjunta, las particulas
coloidales se preparan usando DMPC como agente estabilizador de la dispersién y un reductor de opsonizaciéon como se
especifica en la reivindicacion 1 adjunta. El agente estabilizador de la dispersién es DMPC mientras que los reductores de
opsonizacion adecuados son polietilenglicol de diversas longitudes de cadena. polisacéaridos, otros copolimeros que
contienen PEG, poloxaminas o poloxameros tales como poloxamero 188. En ciertas realizaciones, la heparina también
constituye un reductor de opsonizacion adecuado. El poloxamero proporciona una superficie hidréfila para reducir la
opsonizacién de particulas después de la administracion. El poloxamero también funciona como un modificador de
superficie de particula, para agregar cadenas voluminosas para reducir la opsonizacion por interaccion estérica. Poloxamer
188 (Pluronic® F68, Lutrol® F68) tiene aproximadamente 28 unidades PPG en el bloque central y 79 unidades PEG en los
bloques finales. El bloque central hidrofébico ancla la molécula a la particula, y los bloques terminales PEG se extienden
desde la particula. La opsonizacion se reduce tanto por la hidrofilicidad de las cadenas de PEG como por los efectos
estéricos (llenos de espacio) de las cadenas (es decir, las proteinas no pueden llegar a la superficie).

A través de los métodos, adicionalmente descritos en esta memoria, la presente invencion proporciona una formulacion
terapéutica que es adecuada para la administracion intravenosa a un sujeto. La formulacion terapéutica incluye una solucion
acuosa. En ciertas modalidades, de la presente invencién, la solucion acuosa es agua. La solucion acuosa puede funcionar
ya sea como cualquiera o ambos, del medio de dispersion para el sistema coloidal o como el medio de formulacién para
administracion parenteral y suministro de las particulas coloidales. Como el medio de dispersion, la solucién acuosa puede
contener otros estabilizadores solubles o dispersables en agua, agentes de isotonicidad, como glicerol o xilitol, lioprotectores
como sacarosa, glucosa, trehalosa, etc., electrolitos, amortiguadores, antiloculantes como citrato de sodio, pirofosfato de
sodio o dodecilsulfato de sodio o conservadores.

Los lioprotectores comprenden, pero no se limitan, al grupo que consiste de azlcares, polioles (tales como, por ejemplo,
alcoholes de azucares) y aminoacidos. Los lioprotectores preferidos incluyen azicare tales como sacarosa, trehalosa, y
glucosa. Otros azucares adecuados incluyen, lactosa, manosa, maltosa, galactosa, fructosa, sorbosa, rafinosa, acido
neuraminico, amino azucares, tales como glucosamina, galactosamina, N-metilglucosamina (“Meglumina”), polioles, tales
como manitol y sorbitol, y aminoacidos, tales como arginina y glicina.

Como el medio de formulacion, la solucion acuosa puede incluir solucién de Hank, solucion de ringer, solucién salina
amortiguada con fosfato (PBS), amortiguador de solucion salina fisioldgica u otras sales adecuadas o combinaciones, para
lograr la osmolaridad y pH apropiados para las formulaciones suminstradas parenteralmente. La solucién acuosa puede
contener sustancias que incrementan la viscosidad de la solucién, como carboximetil celulosa de sodio, sorbitol, o dextrano.

Las formulaciones terapéuticas de la invencion incluyen CoQ10 como un agente activo hidrofobo. El agente activo
hidrofébico se dispersa en la solucion acuosa de manera que se forma una dispersion coloidal en la que las particulas de
nanodispersion del agente activo hidréfobo estan cubiertas o recubiertas o rodeadas por los agentes estabilizadores de la
dispersion para formar nanodispersiones del agente activo (CoQ10). ) particulas. Las particulas de agente activo nano
disperso (CoQ10) tienen un nucleo formado por el agente activo hidrofébico que esta rodeado por el agente estabilizante. El
agente estabilizante es DMPC que tiene una porcion tanto hidréfila como lipdfila. Los fosfolipidos forman liposomas u otras
nanoparticulas después de la homogeneizacién. En ciertos aspectos, estos liposomas son liposomas unilamelares de dos
capas mientras que en otros aspectos los liposomas son liposomas multilaminares de dos capas. Las particulas de agente
activo disperso (CoQ10) se dispersan en la porcion lipdfila de la estructura de dos capas del liposoma formado a partir de
los fosfolipidos. En ciertos otros aspectos, el nicleo del liposoma, como el nucleo de la nanodispersion de particulas de
agente activo (CoQ10) esté formado por el agente activo hidrofébico y la capa externa esté formada por la estructura de dos
capas del fosfolipido. En ciertas realizaciones, las dispersiones coloidales se tratan mediante un proceso de liofilizacion
mediante el cual la dispersion de nanoparticulas se convierte en un polvo seco.

En la presente invencion, el agente hidrofébico es Coenzima Q10 (CoQ10). La coenzima Q10, también referida en la
presente invencién como CoQ10, también es conocida como ubiquinona, o ubidecarenona. La CoQ10 es reconocida en el
estado de la técnica y descrita adicionalmente en la publicacion de patente Internacional No. WO 2005/069916, descripcion
completa que se incorpora como referencia en la presente. La CoQ10 es una de una serie de poliprenil 2,3-dimetoxi-5-
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metilbenzoquinona (ubiquinona), presente en los sistemas de transporte de electrones mitocondriales de células eucariotas.
Las células humanas producen CoQ10 exclusivamente y se encuentra en membranas mitocondriales y celulares de todas
las células humanas, con los niveles mas altos en érganos con altos requerimientos de energia, tales como el higado y el
corazoén. El grupo corporal de CoQ10 se ha estimado que es aproximadamente 2 gramos, del cual mas de 50% es
endégeno. Aproximadamente se requieren 0.5 gramos de CoQ10 de la dieta o biosintesis cada dia. La CoQ10 se produce
en toneladas de cantidades, en el mercado de suplementos mundiales y se puede obtener de Kaneka, con plantas en
Pasadena, Texa y Takasagoshi en Japon.

Se ha caracterizado la distribuciéon de tejido y estado redox de CoQ10 en humanos. Tipicamente, los tejidos con altos
requerimientos de energia o actividad metabdlica, como el corazén, rifidn, higado y musculos, tienen concentraciones
relativamente altas de CoQ10. La mayoria de la CoQ10 en plasma esta presente como ubiquinol reducido. Una porcién
sustancial de CoQ10 en tejidos esta en la forma reducida, como la hidroquinona o uniquinol. La excepcion es el cerebro y
pulmones. El estado oxidado se presume que es una reflexion de la tensién oxidativa incrementada en los tejidos. Mas
especificamente, en el corazén, rifion, higago, musculos, intestino y sangre (plasma), aproximadamente 61%, 75%, 95%,
65%, 95% y 96%, respectivamente de CoQ10 esta en la forma reducida.

La CoQ10 es muy lipolifica y, la mayor parte, insoluble en agua. Debido a su insolubilidad en agua, solubilidad limitada en
lipidos, y peso molecular relativamente grande, la eficiencia de absorcién de CoQ10 oralmente administrada es pobre.
Bhagavan, et al. (Free Rad. Res. 40:445-453 (2006)) reportaron que en ratas solamente aproximadamente el 2-3% de
CoQ10 oralmente administrada fue absorbida y que la CoQ10 se reduce a ubiquinol ya sea durante o después de la
absorcion en el intestino. En un estudio por Matthews et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8892-8897 (1998)), se descubri6
que la captacion de CoQ10 es dependiente de la edad en algunos tejidos. Por ejemplo, en ratas jovenes, las
concentraciones en plasma, higado, y bazo incrementaron después de cuatro dias de dosificacion, pero ningun incremento
se observo en el corazon o rifidon. De manera similar, la administracion oral no incrementa la concentracion de CoQ10 en el
cerebro en animales de 1-2 meses de edad. Sin embargo, la administracion de CoQ10 a ratas de 12 meses de edad y 24
meses de edad resulté en la acumulacion de CoQ10 en tejidos cerebrales en ambas formas oxidada y reducida. De manera
interesante, la produccion de CoQ10 se estimula en ratas jévenes, pero no en ratas viejas, después de la lesion de
isquemia-reperfusion.

En una modalidad de la invencién, el agente activo hidrofébico es CoQ10, un metabolito de CoQ10, un bloque de
construccion de CoQ10, un anélogo de CoQ10, o un derivado de CoQ10. Un andlogo de CoQ10 incluye analogos que no
tienen o tienen al menos una repeticién de isoprenilo. La CoQ10 tiene la siguiente estructura:

en donde x es 10. En la invencién actual, CoQ10 puede incluir derivados de CoQ10 en la cual x es cualquier nimero de
unidades de isoprenilo de 4-10, o cualquier numero de unidades de isoprenilo de 6-10, o cualquier nimero de unidades de
isoprenilo de 8-10, o 9-10 unidades de isoprenilo. La CoQ10 incluye la version completamente oxidada, también conocida
como ubiquinona, la version parcialmente oxidada, también conocida como semiquinona o ubisemiquinona, o la version
completamente reducida, también conocida como ubiquinol; o cualquier mezcla o combinacion de las mismas.

Los bloques de construccion de CoQ10 incluyen cualquier componente o precursor sintético, preferentemente precursores
biolégicamente relevantes, de CoQ10. Por consiguiente, los bloques de construccion de CoQ10 incluyen, pero no se limitan
a, fenilalanina, tirosina, 4-hidroxifenilpiruvato, fenilacetato, 3-metoxi-4-hidroximandelato, acido vanilico, 4-hidroxibenzoato,
acido mevaloénico, farnesilo, 2,3-dimetoxi-5-metil-p-benzoquinona, asi como también acidos o iones correspondientes de los
mismos. Los datos experimentales indican que los bloques de construcciéon de biosintesis de CoQ10, tales como los
precursores para la biosintesis del anillo de benzoquinona, y aquellos para la biosintesis de las repeticiones de isoprenoide
y su union al anillo de benzoquinona, se pueden administrar individualmente o en combinacion a las células objetivo, para
modular la expresion del inhibidor de apoptosis Bcl-2 y/o la expresion del promotor de apoptosis Caspasa 3. Ver, por
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ejemplo, la Solicitud de Patente de Estados Unidos Serie No. 12/778,094 y los ejemplos proporcionados en la presente
memoria.

Un metabolito de CoQ10 incluye cualquier metabolito conocido de CoQ10. Ver, por ejemplo, Turunen, M. et al. Biochemica
et Biophysica Acta 1660: 171-199 (2004), cuyos contenidos completos se incorporan como referencia en la presente
memoria. EI metabolito principal se ha identificado que tiene un anillo aromatico con una cadena lateral acortada a 5-7
atomos. Tal metabolito se muestra a continuacién. El metabolito opcionalmente se puede fosforilar en el carbono 4 o
carbono 1.

OH
0=|‘3—0'
|
0
0 o
\0 = OH
OH

Un derivado de CoQ10 incluye cualquier compuesto que es estructuralmente idéntico a CoQ10, excepto que un atomo se
reemplaza con otro atomo o grupo de atomos.

El agente activo se puede ubicar en el nucleo de las particulas coloidales donde se disuelven, solubilizan o dispersan en la
matriz, y/o en las capas de estabilizador que rodean el nucleo de particula, y/o se pueden adsorber a la superficie de las
particulas coloidales. Las sustancias bioactivas pueden ser disueltas o cristalinas o amorfas o una mezcla de cualquiera de
estos estados. La formulacién terapéutica de a la reivindicacion 1 también incluye DMPC como agente estabilizante de
dispersion y un reductor de opsonizacién. Las particulas coloidales pueden ser liposomas como se describe en la presente
invencion y también pueden contener otros agentes activos u otros agentes inactivos, u otros agentes hidrofébicos o
hidrofilicos.

La dispersion del agente activo CoQ10, el material a granel en nanoparticulas aumenta la energia interfacial a medida que el
tamafo de las particulas se reduce a través de los pasos a través del proceso de homogeneizacién. La afinidad de un
agente estabilizante de la dispersion DMPC, por las nanoparticulas de agente activo CoQ10, hace que el agente
estabilizador de la dispersién (DMPC) encerre las nanoparticulas y forme una nanodispersion de agente activo. El agente
estabilizante de la dispersion estabiliza la nanodispersion del agente activo CoQ10 acomodando la alta energia interfacial y
de ese modo evitando o reduciendo la coalescencia de las particulas del agente activo dispersado CoQ10. En ciertas
realizaciones de la invencion, los liposomas estan formados por las dispersiones coloidales en las que el estabilizador de
fosfolipidos forma un sistema de dos capas alrededor de las particulas dispersas del agente o sustancia bioactiva hidréfoba.
En ciertas realizaciones, los liposomas son liposomas unilamelares de dos capas como se representa en la Figura 15. En
otras realizaciones, los liposomas son liposomas multilaminares de dos capas como se representa en la Figura 15. En
ciertas realizaciones, las particulas dispersas del agente activo hidrofébico estan dentro de los liposomas. parte lipofilica de
las bi-capas. En ciertas otras realizaciones, cuando el liposoma es multilaminar, el agente activo hidrofébico esta dentro de
la porcion lipdfila de las bi-capas. En ciertas otras realizaciones en las que los liposomas son multilaminares, el agente
activo hidrofébico disperso esta dentro de la porcion lipéfila de la bi-capa del liposoma y un segundo agente esta en la parte
hidréfila que esta entre las porciones de dos capas del liposoma multi-laminar.

La seleccion adecuada de un tensioactivo, o una mezcla de tensioactivos, puede producir una formulacién en la que el
producto de plataforma es una solucion concentrada de farmaco en tensioactivos liquidos, y tras la adicién de fluido de
infusién, la reduccion de energia interfacial conseguida por los tensioactivos es suficiente para emulsionar el sistema a un
sistema coloidal. El agente estabilizante de la dispersion se selecciona para que sea dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). El
agente estabilizador de la dispersion se organiza en la interfaz de las particulas de tamafio reducido y reduce la energia
interfacial, haciendo que la dispersion sea mas estable.

Los fosfolipidos tienen una alta afinidad por CoQ10, como se demuestra por la estrecha asociacion de los dos en
membranas biolégicas. El agente estabilizador de la dispersion se incluye en la formulacién para, al menos, reducir la
tension interfacial a medida que se reduce el tamafio de particula. En la dispersién coloidal, las particulas de nanodispersién
incluyen un nucleo de agente activo rodeado por el agente estabilizante. El agente estabilizante de la dispersion es una
sustancia anfifilica, es decir, aquellos con una parte hidrofila e hidréfoba de las moléculas. En la superficie de la particula,
las sustancias anfifilicas estan dispuestas predominantemente de tal manera que la parte hidréfoba de la molécula
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sobresale en el nucleo y la parte hidréfila en el medio de dispersion circundante. Las superficies son por lo tanto hidrofilicas.

Los fosfolipidos adecuados para la combinacion con el agente estabilizante de la dispersion DMPC incluyen lecitina,
lisolecitina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, &cido fosfatidico, fosfatidilserina,
lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilglicerol, acido lisofosfatidico, lisofosfatidilserina, PEG-
fosfatidiletanolamina, PVP-fosfatidiletanolamina.

El agente estabilizante de la dispersion no es un agente seleccionado del grupo de lecitina, polisorbato 80 y olacta. El
agente estabilizador de la dispersion no es lecitina. El agente estabilizante de la dispersion no es polisorbato 80. El agente
estabilizante de la dispersion no es olacta.

Las formulaciones de la invencién, adicionalmente, pueden incluir un reductor de opsonizacion. El reductor de opsonizacién
se puede seleccionar de entre polietilenglicol de varias longitudes de cadena, polisacaridos, otros copolimeros que
contienen PEG, poloxaminas o poloxameros tal como poloxamero 188. Como se define en la presente invencion, un
reductor de opsonizacion se refiere a cualquier agente inactivo que trabaja en conjunto con el agente activo para reducir la
capacidad de las opsoninas, para actuar como un mejorador de enlace para el proceso de fagocitosis. El agente inactivo se
debe incluir en la Lista de Ingredientes Inactivos de la FDA, que se incorpora como referencia en su totalidad. Los agentes
inactivos no deben incluir tensioactivos no iénico pegilados (por ejemplo, polisorbato 80, aceite de ricino polietoxilado, y
éteres y ésteres de PEG de alcoholes y acidos grasos, respectivamente), puesto que estos materiales pueden causar
reacciones extremas de hipersensibilidad. Por consiguiente, en una modalidad, el reductor de opsonizacién no es
polisorbato 80. En una modalidad, el reductor de opsonizacién no es aceite de ricino polietoxilado. En una modalidad, el
reductor de opsonizacién no es éteres de PEG de alcoholes grasos. En una modalidad, el reductor de opsonizacién no es
ésteres de PEG de acidos grasos.

Las particulas de tamafio coloidal mayores de 10 nm, por ejemplo, no se filtran por los rifiones y circularan hasta que sean
depuradas por procesos activos o extravasadas por difusion a través de las aberturas entre las células endoteliales
vasculares. Las células fagociticas del sistema reticuloendotelial (RES) o sistema fagocitico mononuclear (MPS) capturaran
las particulas coloidales por endocitosis. Estas células incluyen macréfagos relacionados con el higado (células Kupffer),
bazo, nddulos linfaticos (macréfagos perivasculares), sistema nervioso (microglia), y huesos (dsteoclastos). La unién no
especifica de opsoninas (por ejemplo, inmunoglobulinas, componentes de complemento, otras proteinas de suero) marca
las particulas como extrafias. Las enzimas y ambiente reactivo oxidativo en el endosoma destruiran las particulas
capturadas.

La opsonizacion de particulas coloidales se puede reducir, resultando en circulacion mas larga, por un nimero de factores,
incluyendo el tamafio de particula por debajo de 100 nm, una carga de superficie neutral o negativa, y la adsorcién o enlace
de cadenas hidrofilicas voluminosas. Un elemento importante de la utilidad del suministro de farmaco coloidal a tumores
solidos resulta de las caracteristicas anatémicas Yy fisioldgicas Unicas de los tumores. La red capilar de tumores es sinuosa
con amplias uniones interendoteliales (100 a 780 nm) y el tumor no tiene desagiie linfatico. Estas caracteristicas resultan en
objetivo pasivo de particulas coloidales a tumores. Las particulas se extravasan a través de las uniones agujereadas y
permanecen en el intersticio del tumor.

El reductor de opsonizacion se incluye en la formulacion para modificar la respuesta bioldgica a las particulas. La presente
invencion proporciona un método en donde la capacidad de limpiar las particulas de farmaco coloidal por opsonizacion, se
reduce por la inclusién de un reductor de opsonizacién en la formulacion presentada en la misma. La inclusién de un
reductor de opsonizacion resulta en mayores niveles de farmaco en tumores que en el plasma.

En una modalidad, la formulacion de la invenciéon no comprende polisorbato 80. En una modalidad, la formulacién de la
invencion no comprende aceite de ricino polietoxilado. En una modalidad, la formulacién de la invencion no comprende
éteres de PEG de alcoholes grasos. En una modalidad, la formulacion de la invencion no comprende ésteres de PEG de
acidos grasos. En una modalidad, la formulaciéon de la invencion no comprende un agente seleccionado del grupo de
lecitina, polisorbato 80 y olacta. En una modalidad, la formulacién de la invencién no comprende lecitina. En una modalidad,
la formulacion de la invencién no comprende polisorbato 80. En una modalidad, la formulacién de la invencién no
comprende olacta.

Se ha encontrado y se divulga en la presente memoria, que la relacion del agente activo y los agentes inactivos es
importante para el control del tamafio de las particulas. Con el fin de obtener los beneficios del agente estabilizador de la
dispersion y el reductor de opsonizacion sin afectar negativamente los beneficios de ninguno, ni del tamafio de particula, la
relacién de agente activo (CoQ10), agente estabilizador de la dispersion (DMPC) y reductor de opsonizacion (por ejemplo,
poloxamero) se puede ajustar para acomodar un tamafio de particula deseado y una respuesta biolégica deseada a la
dispersion coloidal tras la administracion intravenosa. En ciertas realizaciones, la formulacion se prepara de manera tal que
el peso por volumen de agente activo (CoQ10), agente estabilizador de la dispersiéon (DMPC) y reductor de opsonizacion
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(por ejemplo, poloxamero) son cada uno 4%, 3% y 1.5%, respectivamente. En ciertas otras realizaciones, el peso por
volumen de agente activo (CoQ10), agente estabilizador de la dispersion (DMPC) y reductor de opsonizacion (por ejemplo,
poloxamero) es del 8%, 6% y 3,0%, respectivamente. En ciertas formas de realizacion, la formulacion se prepara de manera
que el peso por volumen de CoQ10, DMPC y poloxamero sea cada uno de 4%, 3% y 1,5%, respectivamente. En ciertas
otras realizaciones, el peso por volumen de CoQ10, DMPC y poloxamero son 8%, 6% y 3,0%, respectivamente.

El agente activo hidrofébico se dispersa a una temperatura por encima de su punto de fusién, para facilitar la dispersién. La
CoQ10 tiene un punto de fusidon de aproximadamente 48°C. Se contempla en la presente invencion que el punto de fusion
puede variar y, por ejemplo, puede incluir cualquier valor que varie desde 47.5°C a 49.5°C, por ejemplo 47.5°C, 48.0°C,
48.5°C, 49.0°C 0 49.5°C. En ciertas modalidades, la CoQ10 se mezcla en un bafio de agua a 65°C para formar una mezcla
de CoQ10/agua, mejorando la capacidad de dispersar y reducir el tamafio de particula de CoQ10.

En modalidades preferidas, el agente activo CoQ10 se procesa a través de un homogenizador de alta presion
(microfluidizador), como aquellos disponibles de Microfluidics, Inc. Una corriente de proceso que contiene CoQ10 se
bombea en una camara de interaccion a alta velocidad y las particulas son cizalladas por colisiones en la pared y
cavitaciones. Estos efectos de cizallamiento reducen el tamafio de particula durante pases repetidos a través del
microfluidizador. Las particulas de la presente invencion tienen distribuciones de tamafio en el intervalo de tamafo de
nanémetros con diametros de particula medios menores de aproximadamente 200 nm como se determina por
espectroscopia de correlacion de fotones. En una modalidad, el tamafio medio de la particula de nano-dispersién es menor
de aproximadamente 150 nm. En una modalidad, el tamafio medio de la particula de nano-dispersion es menor de
aproximadamente 125 nm. En una modalidad, el tamafio medio de la particula de nano-dispersibn es menor de
aproximadamente 100 nm. En una modalidad, el tamafio medio de la particula de nano-dispersiébn es menor de
aproximadamente 95 nm, menor de aproximadamente 90 nm, menor de aproximadamente 85 nm, menor de
aproximadamente 80 nm, menor de aproximadamente 75 nm, menor de aproximadamente 70 nm, menor de
aproximadamente 65 nm, menor de aproximadamente 60 nm, menor de aproximadamente 55 nm, menor de
aproximadamente 50 nm, menor de aproximadamente 45 nm, menor de aproximadamente 40 nm, menor de
aproximadamente 35 nm, menor de aproximadamente 30 nm, o menor de aproximadamente 25 nm. En una modalidad, el
tamano medio de la particula de nano-dispersidon es menor de aproximadamente 49 nm, menor de aproximadamente 48 nm,
menor de aproximadamente 47 nm, menor de aproximadamente 46 nm, menor de aproximadamente 45 nm, menor de
aproximadamente 44 nm, menor de aproximadamente 43 nm, menor de aproximadamente 42 nm, o menor de
aproximadamente 41 nm. En una modalidad, el tamafo medio de la particula de nano-dispersion es menor de
aproximadamente 45 nm. Se debera entender que los intervalos que tienen cualquiera de estos valores como los limites
superior o inferior también se proponen para ser parte de esta invencion, por ejemplo, entre aproximadamente 40 nm y 49
nm, entre aproximadamente 25 nm y 48 nm, o entre 25 nm y 47 nm.

En otras modalidades, a través de varios pases a través del microfluidizador, el tamafio de particula medio se reduce entre
10 nm y 200 nm. En otra modalidad, el tamafio de particula medio se reduce entre 10 nm y 150 nm. En una modalidad, el
tamafio de particula medio se reduce entre 10 nm y 125 nm. En otras modalidades, el tamafio de particula medio se reduce
entre 10 nm y 100 nm. En otras modalidades, el tamafio de particula medio se reduce entre 10 nm y 90 nm, entre 10 nm y
80 nm, entre 10 nm y 70 nm, entre 10 nm y 60 nm, entre 10 nm y 50 nm, entre 10 nm y 45 nm, entre 10 nm y 40 nm, o entre
10 nm y 30 nm. En ciertas modalidades, preferidas, el tamafio de particula medio se reduce entre 20 nm y 80 nm. En una
modalidad, el tamafio de particula medio se reduce entre 20 nm y 70 nm. En una modalidad, el tamafio de particula medio
se reduce entre 20 nm y 60 nm. En una modalidad, el tamafio de particula medio se reduce entre 20 nm y 50 nm. En una
modalidad, el tamafio de particula medio se reduce entre 25 nm y 45 nm. En una modalidad, el tamafo de particula medio
se reduce entre 30 nm y 45 nm. En otras modalidades preferidas, el tamafio de particula medio se reduce entre 35 nm y 40
nm. Se debera entender que los intervalos adicionales que tienen cualquiera de los valores anteriores como los limites
superior e inferior también se proponen para ser parte de esta invencion, por ejemplo, entre 30 nm y 80 nm, o entre 30 nmy
40 nm.

Puede ser preferible tener la dispersidn coloidal en forma de una suspension, o alternativamente, en forma de una emulsion.
Como se define en otra parte en la presente memoria, una suspensién, o nano-suspension, comprende una fase continua y
solidos dispersados mientras que una emulsion incluye un liquido inmiscible dispersado. En ciertos aspectos, la emulsion
incluye un agente hidrofébico dispersado que se ha fundido y dispersado en una fase continua para formar nano-particulas.
Dado que el agente activo hidrofébico es CoQ10, las particulas fundidas y dispersadas se pueden dispersar,
adicionalmente, y el tamafio de particula se reduce, adicionalmente, por pases subsecuentes a través del proceso de
homogenizacion. Como con las particulas sdlidas, son tanto menores las particulas del agente activo hidrofébico fundido
cuanto mayor es la energia interfacial. Un agente sensibilizante DMPC, se usa para estabilizar las particulas dispersadas
formando una capa superficial aproximadamente de particulas dispersadas creando particulas de CoQ10 nano-dispersadas.
Las particulas formadas son menores de 200 nm. La suspension incluye particulas del agente activo hidrofébico volumétrico
que se dispersan por homogenizacion de alta energia. En la suspension estan nano-dispersiones del agente activo
hidrofébico, tal como CoQ10. La nano-dispersion de CoQ10, por ejemplo, incluye particulas dispersadas de la CoQ10
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volumétrica que son rodeadas por un agente estabilizante, como DMPC. El agente estabilizante forma una capa superficial
aproximadamente agente hidrofébico volumétrico dispersado y la particula dispersada de la CoQ10 forma el nucleo de las
particulas nano-dispersadas. En algunas modalidades, las particulas nano-dispersadas estan en un estado amorfo. En
ciertas otras modalidades, las particulas se liofilizan y el nucleo de CoQ10 de las particulas de nano-dipersion de CoQ10 se
cristaliza.

Las formulaciones descritas en la presente invencion se pueden administrar a un sujeto en una cantidad efectiva. Efectiva
es una cantidad que es capaz de producir un resultado deseable en un sujeto o célula tratada. Como es bien conocido en
las artes médicas y veterinarias, la dosificacién de cualquier animal depende de muchos factores, incluyendo el tamafo
particular del animal, tipo de cuerpo, edad, la composicién particular a ser administrada, hora y ruta de administracion, salud
general, y los efectos de farmacos pre-, co-, o post-administrados. Se espera que una dosificacion apropiada para
administracion parenteral de la formulacion seria desde aproximadamente 10 a aproximadamente 500 mg de CoQ10 para
sujetos que varian desde aproximadamente 110 Ibs (49.94 kg) a aproximadamente 300 Ibs (136.20 kg). Una cantidad
efectiva para uso con un cultivo celular también variara, pero se puede determinar facilmente empiricamente (es decir,
agregando concentraciones variadas a la célula y seleccionando la concentracion que mejor produce el resultado deseado).
Se espera que una concentracion apropiada seria desde aproximadamente 1 a aproximadamente 250 uM.

IV. Métodos para Preparar la Formulacién

La CoQ10 es una sustancia sélida y principalmente cristalina a temperatura ambiente en la fase volumétrica (es decir,
material volumétrico). EI material volumétrico sélido que se usa como un material de partida para preparar particulas
coloidales de acuerdo con la presente invencion puede ser no particulado, o particulado, por ejemplo, un polvo, precipitado,
aglomerado, cristales o cualquier otra materia prima sélida cominmente usada.

En la preparacion de las formulaciones de la presente invencion, el agente activo hidréfobo poco soluble en agua CoQ10 se
calienta en la fase voluminosa o como una mezcla de sustancias escasamente solubles en agua, en un bafio por encima del
punto de fusion del agente activo hidréfobo CoQ10. . Por ejemplo, el punto de fusion de CoQ10 es de aproximadamente 48 °
C. Se contempla aqui que el punto de fusién puede variar y puede incluir, por ejemplo, cualquier valor que varie desde 47,5
°C a49,5° C. El bafio, que consiste en agua, esta a 65 ° C. CoQ10 a granel a temperatura ambiente se agrega al agua a
65 ° C y se mezcla para formar una mezcla de CoQ10 / agua. En ciertas realizaciones, la mezcla de CoQ10 / agua se
mezcla durante 45 minutos. En ciertas otras realizaciones, se mezcla durante 20-30 minutos. El polvo DMPC luego se
agrega a la mezcla de CoQ10 / agua (M1) y se mezcla para formar una mezcla de CoQ10 / agua / estabilizador. En ciertas
realizaciones, la mezcla de CoQ10 / agua / estabilizador (M2) se mezcla durante entre 25 y 45 minutos a 65 ° C. En ciertas
otras realizaciones, la mezcla de CoQ10 / agua / estabilizador se mezcla durante 30 minutos a 65 ° C. Luego se agrega un
reductor de opsonizacion, como se especifica en la reivindicacion 1 adjunta, para formar una mezcla de CoQ10 / agua /
estabilizador / reductor. La camara Microfluidizer se precalienta a 60-65 ° C. El CoQ10 / agua / estabilizador / reductor (M3)
se procesa en el microfluidizador en pasos repetidos para reducir el tamafio de particula por debajo de 200 nm.

Los microfluidizadores adecuados incluyen M110P y esta disponible a través de Microfluidics, Inc. (MFI). El M110P tiene
unos pasajes de 75 um y una camara de interaccién F12Y. En el procesamiento de M3, el microfluidizador tiene una presion
de entrada de 30,000 psi.

Después de 20 pases en el microfluidizador, el tamafio de particula se redujo entre 30 nm y 80 nm o preferentemente entre
30nmy 75 nm.

Se prepararon dispersiones coloidales de CoQ10 por emulsificacion del material de reserva de CoQ10 fundido en agua
empleando diversas cantidades de agente estabilizante de DMPC vy diversos tipos y cantidades de reductores de
opsonizacién de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas. La emulsificacién se realizd mediante sonicaciéon con sonday / o
homogeneizacion a alta presion. Preferiblemente, la emulsificacion se lleva a cabo por homogeneizacion a alta presion. Los
sistemas de homogeneizacion de alta presion muestran un tamafio de particula medio mas pequefo y una distribucion de
tamafio de particula mas estrecha. El diametro medio de particula de las dispersiones coloidales de CoQ10 puede variar
dentro de un rango considerable variando los parametros del proceso tales como equipos de homogeneizacién, parametros
de homogeneizacion (tiempo, ciclos, presiones, etc.) y la composicion de las dispersiones (cantidad de estabilizador DMPC
y tipo y cantidad de reductor de opsonizacion, relacién de fase, etc.). Siekmann y Westesen describen formulaciones de
CoQ10 de tamafio submicrométrico hechas por emulsificacion en las que las particulas coloidales se encuentran en estado
amorfo (Siekmann, B. y K. Westesen. "Preparacién y caracterizacion fisicoquimica de dispersiones acuosas de
nanoparticulas de coenzima Q10". Investigacion farmacéutica 12, n°® 2 (1995): 201-208) que se incorpora aqui como
referencia en su totalidad.

La presente invencién proporciona dispersiones coloidales de agentes activos hidrofdbicos, tal como CoQ10, preparadas por
métodos diferentes de aquellos descritos por Siekmann and Westesen. La presente invencion proporciona métodos en
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donde la CoQ10 se emulsiona para producir particulas coloidales de CoQ10. Mientras las particulas en algunas
modalidades estan en un estado amorfo, en otras modalidades, las particulas se liofilizan de modo que las particulas de
CoQ10 coloidales estan en una forma cristalina. En ciertas modalidades de la presente invencién, se usa un lipoprotector
para estabilizar el tamafo de particula en la liofilizacién. Distinciones adicionalmente notables en la presente invencion
incluyen los agentes inactivos empleados en la homogenizacion de las particulas coloidales de la presente invencion. Los
métodos actualmente descritos incluyen al menos DMPC como agente estabilizante y un reductor de opsonizaciéon como se
describe adicionalmente en la presente memoria.

La presente invencion, adicionalmente, incluye nuevas relaciones del agente hidrofébico, agente estabilizante y reductor de
opsonizacion. El proceso de homogenizacion para CoQ10 produce unas dispersiones coloidales de CoQ10 amorfas las
cuales incluyen poloxamero (como un reductor de opsonizacion) y DMPC (como un agente estabilizante de dispersion), en
relaciones que producen particulas de CoQ10 coloidales que tienen tamafios por debajo de 200 nm y preferentemente
aproximadamente de 40 nm. La DMPC adecuada se puede comprar de Genzyme Corporation, Lipoid, Avanti, o NOF
mientras que el poloxamero 188 adecuado se puede comprar de Spectrum Corporation o BASF Corporation.

En la preparacion de la dispersion coloidal, el peso por volumen de CoQ10, DMPC y poloxamero 188 se selecciona como el
4%, 3% y 1.5%, respectivamente (es decir, la relacion 4:3:1.5). En otras modalidades adecuadas, el peso por volumen de
CoQ10, DMPC y poloxamero fue el 8%, el 6% y el 3%, respectivamente (es decir, la relacion 8:6:3). En ciertas modalidades,
la concentracion de CoQ10 esta entre 30 mg/ml y 90 mg/ml. En ciertas otras modalidades, la concentracion de CoQ10 es,
aproximadamente, 40 mg/ml para la relacion 4:3:1.5, aproximadamente, 80 mg/ml para la relacién 8:6:3 v,
aproximadamente, 60 mg/ml para la relacién 6:31.

Las dispersiones coloidales de CoQ10 son estables a temperatura ambiente durante varias semanas. Durante dos o tres
semanas, el tamafo de particula permanecié sin cambio como se muestra en la tabla 1 y tabla 2. Una comparacién de las
columnas marcadas “filtrado” y “repetir” indica que el almacenamiento de hasta dos semanas de la suspension filtrada no
afectan significativamente el tamafo de particula. La tabla 1 demuestra, adicionalmente que el incremento de la relacién
DMPC/CoQ10 y adicion de poloxamero 188 resulta en tamafio de particula disminuido. Una formulacién de
CoQ10/DMPC/P188 4:3:0 se almacen6 en una camara de estabilidad a 25°C y 60% de humedad. Z.,y (tamafio de particula)
se valoro con el tiempo.

Tabla 1
Tamaiio de Particula {£-avrg)
. Procesada Filtrada Repeticidn
Férmula/SOP Fecha nm Fecha nm Fecha nm
a0 SOPas) | omoone | 772 | opRE | T | STEIS T

420 (S0P4.2) /2008 B1.7 9/3/2009 63.5 971772009 62.2

97272009

AAMSORLT) | 8282009 | 811 ) gepong | 574 | on7somo | s3s
T Eordd] | 99000 S gEas | B [oAroni | 6eE
127 (GoPad) | oopoy | arg | oeong | sy | oAvoog | 482
33 (5oPAd) | DAy | 436 | 9Ao00 3 | oAvoom | 428

4/3/0.5 (SOP4.4) 9/10/2009 44.3 9/10/2009 41.0 971772009 40.0
4/31.5 (SOP4.4) 9/11/2009 40.5 9/11/2009 35.3 971772009 375

4/2/10.5 (S0P4.4) 9/16/2003 53.1 9/16/2003 54.3 9/17/2003 55.7
4/211.5 (SOP4.4) 3/14/2003 50.0 3/14/2003 2.7 3/17/2003 50.9

Tabla 2
Tamafio de Particula {£-avrg)
Lavrg Zavrg Zavry Zavryg
Farmula/S OP Procesada Repeticidn 1 Repeticidn 2 Repeticidn 3
Fecha nm Fecha nm Fecha nm Fecha nm
0494-01-41 972509 | 436 | 10A5/09 | 448 [ 104509 [ 527 | 10£8/09
0494-01-44 972809 | 372 | 10A509 | 421 [ 1045909 [ 53.2 | 10£8/09 52.3

Las formulaciones de 4:3:1.5 y 4:3:0 se diluyeron con solucién salina (factor de dilucién de 1.6). 200 ul de suspension mas
120 pl de solucién salina. Las muestras diluidas y no diluidas se almacenaron en la cdmara de estabilidad a 25°C y 60% de
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humedad. Los tamafios de particula se valoraron a 24, 48, y 96 horas mas tarde. La tabla 3 presenta los resultados de
estabilidad. El incremento de tamafio de particula dependiente del tiempo se observé tanto en muestras diluidas en solucién
salina como no diluidas. De “0 h.s” a “48 h.s” el tamafio de particula incremento por 5-8 nm para la formulacién de 4:3:0 y
por 10-11 nm para la formulacion de 4:3:1.5.

Tabla 3
1041509 101609 101709 10/15/09
#de lote Zawry 0 hrs. 24 hrs. 48 hrs. 96 hrs.
Zavry Zavry Zavry Zawry
0494-01-41 421 448 67 67 527
[2£25/09]
0494-01-41 + 453 47.0 46.0 a0.8
Sol. salina
0494-01-44 38.3 421 415 48.0 532
[/2/28/09]
0494-01-44 + 421 435 451 52.9
Sol. salina

En algunas modalidades, una formulacion de la invencién puede incluir desde aproximadamente 0.001% a
aproximadamente 20% (p/p) de la coenzima Q10, mas preferentemente entre aproximadamente 0.01% y aproximadamente
15% y aun mas preferentemente entre aproximadamente 0.1% a aproximadamente 10% (p/p) de coenzima Q10. En una
modalidad, una formulacién incluye aproximadamente 4% (p/p) de la coenzima Q10. En una modalidad, una formulacion
incluye aproximadamente 8% (p/p) de la coenzima Q10. En varias modalidades, la formulacion incluye aproximadamente
0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% o0 20% (p/p) de la
coenzima Q10. La CoQ10 puede obtenerse de Kaneka Q10 como Kaneka Q10 (USP UBIDECARENONE) en forma de
polvo (Pasadena, Texas, USA). La CoQ10 utilizada en los métodos ejemplificados en la presente descripcion tienen las
siguientes caracteristicas: los solventes residuales cumplen el requerimiento de USP 467; el contenido de agua es menor de
0.0%, menor de 0.05% o menor de 0.2%; el residuo de ignicion es 0.0%, menor de 0.05% o menor de 0.2%; el contenido de
metal pesado es menor de 0.002%, o menor de 0.001%; la pureza de entre 98-100%, 0 99.9%, 0 99.5%.

En algunas modalidades, la formulacién IV presentada en la presente memoria, es una dispersién coloidal acuosa estéril al
4% que contiene CoQ10 en un nano-suspensién como se prepard anteriormente. En ciertas modalidades, la formulacion es
adecuada para la administraciéon parenteral, incluyendo intravenosa, intraperitoneal, ortotopica, intracraneal, intramuscular,
subcutanea, inyecciones intramedulares, asi como intratecal, intraventricular directa, intranasal, o inyecciones intraoculares.
En ciertas modalidades, la formulacion contiene CoQ10, dimiristoil-fosfatidilcolina y poloxamero 188 en una relacion de
4:3:1.5 respectivamente, que se disefia para estabilizar la nano-suspension de las particulas. En algunas modalidades, la
formulacion incluye una solucién salina amortiguadora de fosfato que contiene fosfato de sodio dibasico, fosfato de potasio
monobasico, cloruro de potasio, cloruro de sodio y agua para inyeccion.

En ciertas modalidades, la concentracion de CoQ10 en la formulacion esta entre 1 mg/mL y 150 mg/mL. En una modalidad,
la concentracién de CoQ10 en la formulacién esta entre 5 mg/mL y 125 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de
CoQ10 en la formulacion esta entre 10 mg/mL y 100 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10 en la
formulacion esta entre 20 mg/mL y 90 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10 esta entre 30 mg/mL y 80
mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10 esta entre 30 mg/mL y 70 mg/mL. En una modalidad, la
concentracion de CoQ10 esta entre 30 mg/mL y 60 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10 esta entre 30
mg/mL y 50 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10 esté entre 35 mg/mL y 45 mg/mL. Debera entenderse
que los intervalos adicionales que tienen algunos de los valores anteriores como los limites superior o inferior también se
proponen para ser parte de esta invencion, por ejemplo, entre 10 mg/mL y 50 mg/mL, o entre 20 mg/mL y 60 mg/mL.

En ciertas modalidades, la concentracion de CoQ10 en la formulacién es aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o 95 mg/mL. En una
modalidad, la concentracion de CoQ10 en la formulacion es aproximadamente 50 mg/mL. En una modalidad, la
concentracion de CoQ10 en la formulacion es aproximadamente 60 mg/mL. En una modalidad, la concentracion de CoQ10
en la formulacién es aproximadamente 30 mg/mL. En una modalidad preferida, la concentracion de CoQ10 en la formulacién
es aproximadamente 40 mg/mL. Debera entenderse que los intervalos que tienen algunos de estos valores como los limites
superior o inferior también se proponen para ser parte de esta invencion, por ejemplo, entre 37 mg/mL y 47 mg/mL, o entre
31 mg/mL y 49 mg/mL.

En algunas modalidades, el tamafio de particula medio de la formulacién es aproximadamente entre 10 nm y 200 nm. En
otras modalidades, el tamafo de particula varia desde aproximadamente 10 nm a 100 nm, desde aproximadamente 30 nm a
80 nm o desde aproximadamente 35 nm a 40 nm. En algunas modalidades, el tamafio de particula medio de la formulacion
varia desde aproximadamente 10 nm a 150 nm. En una modalidad, el tamafio de particula medio varia desde
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aproximadamente 10 nm a 125 nm. En otras modalidades, el tamafio de particula medio varia desde aproximadamente 10
nm a 100 nm. En otras modalidades, el tamafio de particula medio varia desde aproximadamente 10 nm a 90 nm, 10 nm a
80 nm, 10 nma 70 nm, 10 nm a 60 nm, 10 nm a 50 nm, 10 nm a 45 nm, 10 nm a 40 nm o 10 nm a 30 nm. En modalidades
preferidas, el tamafio de particula medio varia desde aproximadamente 20 nm a 80 nm. En una modalidad, el tamafio de
particula medio varia desde aproximadamente 20 nm a 70 nm. En una modalidad, el tamafio de particula medio varia desde
aproximadamente 20 nm a 60 nm. En una modalidad, el tamafo de particula medio varia desde aproximadamente 20 nm a
50 nm. En una modalidad, el tamafio de particula medio varia desde aproximadamente 25 nm a 45 nm. En una modalidad,
el tamano de particula medio varia desde aproximadamente 30 nm a 45 nm. En otras modalidades preferidas, el tamafio de
particula medio varia desde aproximadamente 35 nm a 45 nm. Debera entenderse que los intervalos adicionales que tienen
algunos de los valores anteriores como los limites superior o inferior también se proponen para ser parte de esta invencién,
por ejemplo, desde 30 nm a 80 nm, o desde 10 nm a 40 nm.

En ciertas modalidades, se proporciona un kit para el almacenamiento y manejo de la formulaciéon coloidal de nano-
suspension proporcionada en la presente invencion, por lo cual la nano-suspension se envasa en un vial y se sella con un
tapdn de caucho de clorobutilo y un aluminio por encima de la tapa.

V. Tratamiento de Enfermedades Oncoldgicas

Las formulaciones de la presente descripcion se pueden utilizar para el tratamiento de trastornos oncolégicos. En
consecuencia, la presente invencion proporciona fromulaciones terapeuticas para su uso en métodos para tratar o prevenir
un trastorno oncolégico en un sujeto, que comprende la administracion intravenosa de las formulaciones de la invencién al
sujeto, en una cantidad suficiente para tratar o prevenir el trastorno oncoldgico, tratando o previniendo el trastorno
oncoldgico. Las formulaciones de la invencion también se pueden utilizar para inhibir el crecimiento de células tumorales. En
consecuencia, la invencién adicionalmente proporciona fromulaciones terapeuticas para su uso en métodos para inhibir el
crecimiento de células tumorales en un sujeto, que comprende administrar por via intravenosa las formulaciones de la
invencion al sujeto, de modo que el crecimiento de células tumorales se inhibe. En ciertas modalidades, el sujeto es un
sujeto humano.

Tales formulaciones pueden incluir al agente activo hidrofébico CoQ10, en un portador farmacéuticamente aceptable, con
arreglo a las reivindicaciones anexas. En algunas modalidades, tal formulacion puede incluir desde aproximadamente
0.001% a aproximadamente 20% (p/p) de la coenzima Q10, mas preferentemente, entre aproximadamente 0.01% y
aproximadamente 15% y, auin mas preferentemente, entre aproximadamente 0.1% a aproximadamente 10% (p/p) de
coenzima Q10. En una modalidad, una formulacién incluye aproximadamente 4% (p/p) de la coenzima Q10. En una
modalidad una formulacion incluye aproximadamente 8% (p/p) de la coenzima Q10. En varias modalidades, la formulacion
incluye aproximadamente 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%,
19% 0 20% (p/p) de la coenzima Q10. También como se sefiald en la presente memoria, las composiciones de la presente
descripcion son adecaudas para su administracién intravenosa. Por ejemplo, las composiciones se pueden administrar por
rutas de administracion incluyendo, sin limitarse a, intravenosa, intratumoral, combinaciones de las mismas y similares.

En ciertas modalidades de la invencidn, las fromulaciones terapeuticas para su uso en los métodos se proporcionan para
tratar o prevenir un trastorno oncolégico en un humano mediante la administracion, por via intravenosa, de una formulacion
de coenzima Q10 de la invencién al humano, de modo que el tratamiento o la prevencion se produce, en donde el humano
es administrado con una dosis de coenzima Q10 en el intervalo de aproximadamente 0.5 mg/kg a aproximadamente 10,000
mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 5,000 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 3,000
mg/kg. En una modalidad, la coenzima Q10 se administra en el intervalo de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente
1,400 mg/kg. En una modalidad, la coenzima Q10 se administra en el intervalo de aproximadamente 10 mg/kg a
aproximadamente 650 mg/kg. En una modalidad, la coenzima Q10 se administra en el intervalo de aproximadamente 10
mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg. En varias modalidades, la coenzima Q10 se administra a una dosis de
aproximadamente 2 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50
mg/kg, 55 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 110
mg/kg, 120 mg/kg, 130 mg/kg, 140 mg/kg, 150 mg/kg, 160 mg/kg, 170 mg/kg, 180 mg/kg, 190 mg/kg o 200 mg/kg. Debera
entenderse que los intervalos que tienen cualquiera de estos valores como los limites superior o inferior también se
proponen para ser parte de esta invencion, por ejemplo, aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg, o
aproximadamente 650 mg/kg a aproximadamente 1400 mg/kg. En una modalidad, la dosis administrada es al menos
aproximadamente 1 mg/kg, al menos aproximadamente 5 mg/kg, al menos aproximadamente 10 mg/kg, al menos
aproximadamente 12.5 mg/kg, al menos aproximadamente 20 mg/kg, al menos aproximadamente 25 mg/kg, al menos
aproximadamente 30 mg/kg, al menos aproximadamente 35 mg/kg, al menos aproximadamente 40 mg/kg, al menos
aproximadamente 45 mg/kg, al menos aproximadamente 50 mg/kg, al menos aproximadamente 55 mg/kg, al menos
aproximadamente 60 mg/kg, al menos aproximadamente 75 mg/kg, al menos aproximadamente 100 mg/kg, al menos
aproximadamente 125 mg/kg, al menos aproximadamente 150 mg/kg, al menos aproximadamente 175 mg/kg, al menos
aproximadamente 200 mg/kg, al menos aproximadamente 300 mg/kg, o al menos aproximadamente 400 mg/kg.
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En una forma de realizacion, la formulacién de Coenzima Q10 es para su utilizacién en un método en el que se va a
administrar una vez por semana. En una forma de realizacién, la formulacién de Coenzima Q10 debe administrarse 3 veces
por semana. En otra forma de realizacion, la formulacién de Coenzima Q10 debe administrarse 5 veces por semana. En una
forma de realizacion, la formulacién de Coenzima Q10 debe administrarse una vez al dia. En algunas realizaciones, cuando
la formulacion 1V debe administrarse por infusién, la dosificacién debe administrarse por infusion durante aproximadamente
1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas o mas. En una forma de realizacién, la formulaciéon IV debe administrarse por infusion
durante aproximadamente 4 horas.

En otra modalidad, la coenzima Q10 se administra en forma de una formulacion IV de CoQ10 a una dosificacion de entre
aproximadamente 10 mg/kg y aproximadamente 10,000 mg/kg de CoQ10, aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente
5000 mg/kg, aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 3000 mg/kg, aproximadamente 100 mgkg a
aproximadamente 2000 mg/kg, aproximadamente 200 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg, o aproximadamente 300
mg/kg a aproximadamente 500 mg/kg, en donde la formulaciéon de CoQ10 comprende entre aproximadamente 1% y 10% de
la coenzima Q10. En una modalidad, la formulacion de CoQ10 comprende aproximadamente 4% de la coenzima Q10. En
una modalidad, la formulacién IV de CoQ10 comprende aproximadamente 8% de la coenzima Q10. En otras modalidades,
la formulacion IV de CoQ10 comprende aproximadamente 1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, 4%, 4.5%, 5%, 5.5%, 6%, 6.5%,
7%, 7.5%, 8%, 8.5%, 9%, 9.5% o 10% de la coenzima Q10. Debera entenderse que los intervalos que tienen algunos de
estos valores como los limites superior o inferior también se proponen para ser parte de esta invencién.

Como se usa en la presente memoria, “trastorno oncoldgico” se refiere a todos los tipos de cancer o neoplasia o tumores
malignos encontrados en humanos, incluyendo, pero no limitado a: leucemias, linfomas, melanomas, carcinomas y
sarcomas. Como se usa en la presente invencion, los términos o lenguaje “trastorno oncologico”, “cancer”, “neoplasia” y
“tumor”, se usan indistintamente y en la forma singular o plural, se refieren a las células que han experimentado una
transformacion maligna que las hace patolégicas al organismo huésped. Las células de cancer primarias (es decir, las
células obtenidas cerca del sitio de transformacion maligna) pueden distinguirse facilmente de las células no cancerosas por
técnicas bien establecidas, particularmente, examen histoldgico. La definicion de una célula de cancer, como se usa en la
presente, incluye no sélo una célula de cancer primaria, sino también las células madre del cancer, asi como también las
células progenitoras del cancer o cualquier célula derivada de un ancestro de célula de cancer. Esto incluye células de
cancer de metastasis, y cultivos in vitro y lineas celulares derivadas de las células de cancer. Cuando se refiere a un tipo de
cancer que normalmente se manifiesta como un tumor sélido, un tumor “clinicamente detectable” es uno que es detectable
sobre la base de la masa del tumor; por ejemplo, mediante procedimientos tales como barrido TAC, imagenes de MR, rayos
X, ultrasonido o palpacion, y/o que es detectable debido a la expresién de uno o mas antigenos especificos de cancer en
una muestra obtenible de un paciente.

El término “sarcoma” generalmente se refiere a un tumor que se compone de una sustancia como el tejido conectivo
embrionario y esta generalmente compuesto por células estrechamente empacadas incrustadas en una sustancia fibrilar u
homogénea. Los ejemplos de sarcomas que pueden tratarse con una dispersion coloidal de CoQ10 en una formulacion IV
incluyen, por ejemplo, un condrosarcoma, fibrosarcoma, linfosarcoma, melanosarcoma, mixosarcoma, osteosarcoma,
sarcoma de Abemethy, sarcoma de tejido adiposo, liposarcoma, sarcoma alveolar de partes blandas, sarcoma
ameloblastico, sarcoma botrioide, sarcoma cloroma, corio carcinoma, sarcoma embrionario, sarcoma de tumor de Wilms,
sarcoma endometrial, sarcoma del estroma, sarcoma de Ewing, sarcoma fascial, sarcoma fibroblastico, sarcoma de células
gigantes, sarcoma granulocitico, sarcoma de Hodgkin, sarcoma hemorragico multiple pigmentado idiopatico, sarcoma
inmunoblastico de células B, linfoma, sarcoma inmunoblastico de células T, sarcoma de Jensen, sarcoma de Kaposi,
sarcoma de células Kupffer, angiosarcoma, leucosarcoma, sarcoma mesenquimoma maligno, sarcoma parosteal, sarcoma
reticulocitico, sarcoma de Rous, sarcoma serocistico, sarcoma sinovial y sarcoma telangiectaltico.

El término “melanoma” se toma para significar un tumor que surge del sistema melanocitico de la piel y otros 6rganos. Los
melanomas que se pueden tratar con las dispersiones coloidales de CoQ10 en formulacion IV incluyen, por ejemplo,
melanoma acral lentiginoso, melanoma amelanético, melanoma juvenil benigno, melanoma de Cloudman, melanoma S91,
melanoma de Harding-Passey, melanoma juvenil, melanoma maligno lentigo, melanoma maligno, melanoma nodular,
melanoma subungal y melanoma de propagacion superficial.

El término “carcinoma” se refiere a un nuevo crecimiento maligno compuesto de células epiteliales que tiende a infiltrar los
tejidos circundantes y dar lugar a metastasis. Los carcinomas que pueden tratarse con las dispersiones coloidales de
CoQ10 en formulacién IV, como se describe en la presente invencion, incluyen, por ejemplo, carcinoma acinar, carcinoma
acinoso, carcinoma adenoquistico, carcinoma quistico adenoide, carcinoma adenomatoso, carcinoma de la corteza
suprarrenal, carcinoma alveolar, carcinoma de células alveolares, carcinoma de células basales, carcinoma basocelulares,
carcinoma basaloide, carcinoma de células basoescamosas, carcinoma bronquioalveolar, carcinoma bronquiolar, carcinoma
broncogénico, carcinoma cerebriforme, carcinoma colangiocelular, carcinoma coriénico, carcinoma coloide, carcinoma
comedo, carcinoma corpus, carcinoma cribriforme, carcinoma en coraza, carcinoma cutaneo, carcinoma cilindrico,
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carcinoma de células cilindricas, carcinoma de conducto, carcinoma duro, carcinoma embrionario, carcinoma encefaloide,
carcinoma epiermoide, carcinoma epitelial adenoides, carcinoma exofitico, carcinoma ex Ulcera, carcinoma fibroso,
carcinoma gelatiniforme, carcinoma gelatinoso, carcinoma de células gigantes, carcinoma gigantocelular, carcinoma
glandular, carcinoma de células granulosas, carcinoma de matriz pilosa, carcinoma hematoide, carcinoma hepatocelular,
carcinoma de células de Hurthle, carcinoma hialino, carcinoma hipemefroide, carcinoma embrionario infantil, carcinoma in
situ, carcinoma intraepidérmico, carcinoma intraepitelial, carcinoma de Krompecher, carcinoma de células Kulchitzky,
carcinoma de células grandes, carcinoma lenticular, carcinoma lenticular, carcinoma lipomatoso, carcinoma linfoepitelial,
carcinoma medular, carcinoma medular, carcinoma melanético, carcinoma molle, carcinoma de células merkel, carcinoma
mucinoso, carcinoma muciparo, carcinoma mucocelular, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma mucoso, Mucoso
carcinoma, carcinoma mixomatoso, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de células de avena, carcinoma osificante,
carcinoma osteoide, carcinoma papilar, carcinoma periportal, carcinoma preinvasivo, carcinoma de células espinosas,
carcinoma pultaceo, carcinoma de células renales de rifién, carcinoma de células de reserva, carcinoma sarcomatoso,
carcinoma schneideriano, carcinoma escirro, carcinoma de escroto, carcinoma de células en anillo de sello, carcinoma
simple, carcinoma de células pequefias, carcinoma solanoide, carcinoma de células esferoidales, carcinoma de células
fusiformes, carcinoma esponjoso, carcinoma escamoso, carcinoma de células escamosas, carcinoma en collar, carcinoma
telangiectatico, carcinoma telangiectoso, carcinoma de células transicionales, carcinoma tuberoso, carcinoma tuberoso,
carcinoma verrugoso y carcinoma velloso.

Cuando se utilizan para tratar el cancer, las formulaciones pueden estar en un portador farmacéuticamente aceptable como
se especifica en las reivindicaciones adjuntas, que se puede administrar en una cantidad terapéuticamente efectiva a un
area de oncogénesis ya sea como una mono-terapia, en combinacion con al menos otro agente quimioterapéutico para una
indicacion dada, en combinacién con radioterapia, después de una intervenciéon quirdrgica para eliminar radicalmente un
tumor, en combinacién con otros tratamientos alternativos y/o complementarios aceptables para el cancer, y similares. En
ciertas modalidades, la presente descripcién también proporciona un método para reactivar una proteina p53
mutada/inactivada por la administracién a un area de oncogénesis en un paciente de una composicién de la presente
descripcion.

La presente descripcion también proporciona métodos para la modulacion de las proteinas implicadas en la oncogénesis
mediante la administracion a un area de oncogénesis en un paciente, de una composicién de la presente descripcion. Tales
proteinas que pueden ser moduladas por las composiciones de la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a:
proteina Bcl-2; proteina Bax; proteina Bid; proteina Bim; proteina Bad; proteina Bak; proteina mcl-1; proteina Bcl-xl; proteina
Bcl-xs; proteina Bcl-w; proteina Bik; proteina Bok; proteina BimL; proteina A1; proteina H.k; proteina Bik; proteina de BNIP3;
proteina BIk; proteina Noxa; proteina Puma; proteina de VEGF; proteina de FGF-1/FGF-2; proteina Hif-a; proteina de
angiostatina; proteina de TGF-3; proteinas smad; cdk (cinasas dependientes de ciclina); el complejo de PI3K/akt. En otras
modalidades, las composiciones de la presente descripcién se pueden utilizar para regular y/o restaurar un estado saludable
de la apoptosis en células de cancer. La disfuncion mitocondrial y desregulaciéon de la apoptosis estan implicadas en
muchas enfermedades como el cancer y la neurodegeneracion. La disfuncion de la cadena respiratoria (RC) puede tener un
papel en la apoptosis, como se demostré usando mutaciones de ADN mitocondriales como modelos genéticos. A pesar de
que algunas mutaciones eliminan la RC completa, otros complejos especificos de objetivo, resultan ya sea en la pérdida
disminuida o completa del flujo de electrones, lo que conduce a problemas de respiracion y la sintesis de trifosfato de
adenosina (ATP). A pesar de estas similitudes, las diferencias significativas en las respuestas a estimulos apoptéticos
emergen. Las células que carecen de RC estan protegidas contra apoptosis inducida por estrés de reticulo tanto
mitocondrial como endoplasmatico (ER). Las células con RC, pero incapaz de generar el flujo de electrones, estan
protegidas contra apoptosis mitocondrial, aunque tienen sensibilidad incrementada al estrés de ER. Finalmente, las células
con una reduccion parcial del flujo de electrones tienen apoptosis incrementada bajo ambas condiciones. La RC modula la
apoptosis en una manera dependiente del contexto independiente de la produccién de ATP y estas respuestas apoptoéticas
son el resultado de la interaccion entre el estado funcional mitocondrial y sefiales ambientales.

La ejecucion de la apoptosis y la comunicacion entre factores oncogénicos también se puede mediar por factores liberados
tales como citocromo C, Endo G, o AlF, a través de los poros de membrana mitocondrial que abren en la despolarizacion
de membrana. Las células canderigenas también generan excesivo lactato en presencia de oxigeno (glucdlisis aerdbica).
Ahora parece que este fendmeno es el producto de dos factores: un retorno al metabolismo mas glucolitico del embrién y
alteraciones en la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) para incrementar la produccion de especies reactivas de oxigeno
mitocondriales (ROS). Las alteraciones en la trayectoria de transduccion de sefal de Ras-PI3K-Akt puede resultar en la
induccion de hexocinasa Il y su unién a porina mitocondrial que redirige el ATP mitocondrial para fosforilar la glucosa e
impulsar la glucolisis. Ademas, la inhibicion parcial de OXPHOS por mutaciones genéticas mitocondriales (linea germinal o
somatica) puede reducir el flujo de electrones a través de la cadena de transporte de electrones, incrementando la
produccion de ROS mitocondrial. La ROS mutageniza los proto-oncogenes nucleares (iniciacion) e impulsa la replicacion
nuclear (promocion), dando como resultado cancer. Por lo tanto, la hexocinasa Il y ROS mitocondrial puede ser objetivos
alternativos utiles para la terapéutica del cancer. El flujo metabdlico en lo relacionado con el cancer esta comprometido en
un estado oncogénico y cambios hacia un estado glucolitico. La supervivencia de la célula cancerigena es vitalmente
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dependiente del metabolismo de la glucosa y los bajos niveles de oxigeno. Mas desconcertante es que la actividad
mitocondrial es significativamente atenuada hasta el punto de dormancia. La fosforilaciéon oxidativa generalmente asociada
con el complejo 1-IV que acepta electrones del ciclo del acido citrico (TCA) esencialmente se apaga. Hay un marcado
incremento de la cantidad de radicales libres y la actividad de lactato deshidrogenasa. Por lo tanto, la célula de cancer esta
en un estado de: (1) Oxigeno disminuido (hipoxia); (2) Formacion incrementada de radicales libres; (3) Apoptosis
desregulada (muerte celular); (4) Dependencia del metabolismo de la glucosa; (5) Formacion incrementada de vasos
sanguineos; y (6) Reconocimiento inmunitario alterado (estado auto-regulador comienza).

En general, la formulacién IV de CoQ10 descrita en la presente memoria se puede utilizar para tratar profilacticamente o
terapéuticamente cualquier neoplasia. En una modalidad particular, la formulacion se utiliza para tratar tumores sélidos. En
varias modalidades de la invencioén, la CoQ10 se utiliza para el tratamiento o la prevencién de cancer de cerebro, sistema
nervioso central, cabeza y cuello, préstata, mama, testicular, pancreas, higado, colon, vejiga, uretra, vesicula, riidén, pulmén,
pulmoén de células no pequefas, melanoma, mesotelioma, Utero, cuello uterino, ovario, sarcoma, huesos, estémago y
meduloblastoma. En una modalidad, las formulaciones IV de CoQ10 descritas se pueden utilizar para tratar una
cloroleucemia, por ejemplo, una cloroleucemia primaria o una cloroleucemia secundaria o metastasica, por ejemplo, que se
presenta, migra o metastatiza a un érgano particular como, por ejemplo, el pulmén, el higado o el sistema nervioso central.

Sin embargo, el tratamiento utilizando formulaciones IV de CoQ10 de la invencion no esta limitado a los anteriores tipos de
canceres. Los ejemplos de canceres susceptibles de tratamiento con formulaciones IV de CoQ10 de la invencion incluyen,
pero no se limitan a, por ejemplo, enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, mieloma multiple, neuroblastoma, cancer
de mama, céncer de ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma, trombocitosis primaria, macroglobulinemia primaria,
tumores de pulmén de células pequefas, tumores cerebrales primarios, cancer de estémago, cancer de colon, insulanoma
pancredtico maligno, carcinoide maligno, cancer de vejiga urinaria, lesiones cutaneas premalignas, cancer testicular,
linfomas, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de esdéfago, cancer del tracto genitourinario, hipercalcemia maligna,
cancer de cuello uterino, cancer de endometrio, cancer cortical suprarrenal, y cancer de prostata. En una modalidad, una
formulacion IV de CoQ10 descrita en la presente invencion se puede utilizar para tratar o prevenir varios tipos de cancer de
piel (por ejemplo, Carcinoma de células escamosas o Carcinoma de Células Basales), cancer de pancreas, cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de higado, o cancer de hueso. En una modalidad, la CoQ10 se utiliza para el tratamiento
de un trastorno oncoldgico de piel, incluyendo, pero no limitado a, carcinomas de células escamosas (incluyendo SCCIS (in
situ) y carcinomas de células escamosas mas agresivos), carcinomas de células basales (incluyendo carcinomas de células
basales superficiales, nodulares y de infiltracidon), melanomas y queratosis actinica. En una modalidad, el trastorno
oncologico o cancer que se puede tratar con CoQ10 no es melanoma. En una modalidad, el trastorno oncoldgico es
carcinoma de células merkel (MCC).

En ciertas modalidades, el efecto que CoQ10 puede tener sobre las células de cancer puede depender, en parte, de los
diversos estados de flujo metabdlico y oxidativo exhibidos por las células cancerigenas. La CoQ10 se puede utilizar para
interrumpir y/o interferir con la conversion de una dependencia de la céula oncogénica de la glucdlisis y utilidad de lactato
incrementada. Cuando se refiere a un estado del cancer, esta interferencia con el flujo glucolitico y oxidativo del
microambiente del tumor puede influir en la apoptosis y angiogénesis en una manera que reduce el desarrollo de una célula
de cancer. En algunas modalidades, la interaccion de CoQ10 con factores de flujo glucolitico y oxidativo puede mejorar la
capacidad de la CoQ10 para ejercer su efecto apoptético restaurador en cancer mientras establece objetivos de farmacos
viables para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Si bien la presente divulgacion de la invencion se ha centrado la
CoQ10 y sus metabolitos, otross compuestos relacionados con CoQ10 que se pueden administrar en lugar de, o en
combinacion con, CoQ10. Los mismos incluyen, pero no se limitan a, benzoquinonas, isoprenoides, farnesoles, acetato de
farnesilo, pirofosfato de farnesilo, 1-fenilalanina, d-fenilalanina, d1-fenilalanina, 1-tirosina, d-tirosina, d1-tirosina, 4-hidroxi-
fenilpiruvato, 4-hidroxi-fenil lactato, 4-hidroxi-cinamato, dipétidos y tripéptidos de tirosina o fenilalanina, 3,4-
dihidroximandelato, 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol, 3-metoxi-4-hidroximandelato, acido vanilico, fenilacetato, piridoxina, S-
adenosil metionina, pantenol, acido mevalénico, pirofosfato de isopentilo, fenilbutirato, 4-hidroxi-benzoato, pirofosfato de
decaprenilo, beta-hidroxibutirato, 3-hidroxi-3-metil-glutarato, acetilcarnitina, acetoacetilcarnitina, acetilglicina,
acetoacetilglicina, carnitina, acido acético, acido piravico, 3-hidroxi-3-metilglutarilcarnitina, todas las formas isoméricas de
serina, alanina, cisteina, glicina, treonina, hidroxiprolina, lisina, isoleucina y leucina, aun acidos grados con numero de
carbono C4 a C8 (acidos butirico, caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, y estearico), sales de carnitina y
glicina, por ejemplo, palmitoilcarnitina y palmitoilglicina, y 4-hidroxi-benzoato polipreniltransferasa, cualquiera de las sales de
estos compuestos, asi como también cualesquiera combinaciones de los mismos, y similares.

En una modalidad, la administracion IV de la dispersion coloidal de CoQ10 como se describe en la presente invencion,
reduce el tamafo del tumor, inhibe el crecimiento de tumor y/o prolonga el tiempo de supervivencia de un sujeto que porta el
tumor. En consecuencia, esta invencién también se refiere formulaciones terapeuticas para su uso en un método de
tratamiento de tumores en un humano u otro animal mediante la administracién por via intravenosa a tal humano o animal
de una cantidad efectiva no téxica de CoQ10. Un experto en la materia seria capaz, por experimentacion rutinaria, de
determinar qué cantidad efectiva no téxica de CoQ10 es necesaria seria para el proposito de tratar malignidades. Por
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ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de CoQ10 puede variar de acuerdo con factores tales como la etapa de la
enfermedad (por ejemplo, etapa | contra etapa IV), edad, sexo, complicaciones médicas (por ejemplo, enfermedades o
afecciones de inmunosupresion) y peso del sujeto, y la capacidad de la CoQ10 para provocar una respuesta deseada en el
sujeto. El régimen de dosificaciéon se puede ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, varias
dosis divididas se pueden administrar diariamente, o la dosis se puede reducir proporcionalmente como se indica, por
exigencias de la situacion terapéutica.

La invencién también proporciona, en otro aspecto, formulaciones terapeuticas para su uso en métodos para tratar o
prevenir trastornos oncoldgicos agresivos en humanos. Estos métodos incluyen administrar por via intravenosa la coenzima
Q10 al humano a una dosis terapéuticamente efectiva, de modo que el tratamiento o la prevencion del trastorno oncoldgico
agresivo ocurra. En una modalidad, estos métodos incluyen administrar por via intravenosa la coenzima Q10 al humano a
una dosificacién menor seleccionada, que un régimen de dosificacién usado o seleccionado para el trastorno oncolégico
menos agresivo o no agresivo, de modo que el tratamiento o la prevencion del trastorno oncolégico agresivo se produce. En
ciertas modalidades, el trastorno oncolégico agresivo incluye carcinoma pancreatico, carcinoma hepatocelular, sarcoma de
Ewing, cancer de mama metastasico, melanoma metastasico, cancer de cerebro (astrocitoma, glioblastoma), cancer
neuroendocrino, cancer de colon, cancer de higado, cancer de pulmoén, osteosarcoma, cancer de prostata independiente de
androgeno, cancer de ovario y linfoma no de Hodgkin.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona formulaciones terapeuticas para su uso en un método para tratar o
prevenir un trastorno oncolégico no agresivo en un humano. Estos métodos incluyen administrar por via intravenosa la
coenzima Q10 al humano a una dosis terapéuticamente efectiva, de modo que el tratamiento o la prevencion del trastorno
oncolégico no agresivo se produce. En una modalidad, estos métodos incluyen administrar la coenzima Q10 al humano a
una dosis superior, seleccionada durante un régimen de dosificacion usado o seleccionado para trastornos oncolégicos
agresivos, de modo que el tratamiento o la prevencion del trastorno oncoldgico no agresivo se produce. En ciertas
modalidades, el trastorno oncoldgico no agresivo incluye cancer de mama no metastasico, cancer de prdstata dependiente
de androgeno, cancer de pulmén de células pequefias y leucemia linfocitica aguda.

En algunas modalidades de la invencion, el tratamiento o la prevencion del trastorno oncoldgico ocurre a través de una
interaccion de CoQ10 con una proteina seleccionada del grupo que consiste de HNF4-alfa, Bcl-xl, Bcl-xS, BNIP-2, Bcl-2,
Birc6, Bcl-2-L11 (Bim), XIAP, BRAF, Bax, c-Jun, Bmf, PUMA, cMyc, transaldolasa 1, COQ1, COQ3, COQ§6,
preniltransferasa, 4-hidrobenzoato, factor citosélico de neutréfilo 2, 6xido nitrico sintasa 2A, superéxido dismutasa 2, VDAC,
canal Bax, ANT, citocromo ¢, complejo 1, complejo I, complejo lll, complejo IV, Foxo 3a, DJ-1, IDH-1, Cpt1C y Cam Cinasa
Il. En algunas modalidades, el trastorno oncoldgico se selecciona del grupo que consiste en leucemia, un linfoma, un
melanoma, un carcinoma o un sarcoma.

En ciertas modalidades de la invencion, el trastorno oncoldgico se selecciona del grupo que consiste de una leucemia, un
linfoma, un melanoma, un carcinoma y un sarcoma.

En ciertas modalidades de la invencion, los métodos, adicionalmente, incluyen un régimen de tratamiento que incluye
cualquiera o una combinacién de cirugia, radiacién, terapia hormonal, terapia con anticuerpos, terapia con factores de
crecimiento, citocinas y quimioterapia.

Las nanoparticulas de CoQ 10 resultantes también pueden servir como un sistema portador para otros farmacos lipofilicos.
Por ejemplo, se pueden incorporar en la presente invencion las vitaminas A y K3.

VI. Terapias de Combinacion

En ciertas modalidades, las formulaciones de la invencién, por ejemplo, las formulaciones I.V. de CoQ10, se pueden utilizar
en la terapia de combinacién con al menos otro agente terapéutico. La CoQ10 y/o formulaciones farmacéuticas de la misma
y el otro agente terapéutico pueden actuar aditivamente o, mas preferentemente, sinérgicamente. En una modalidad, la
CoQ10 y/o una formulacion de la misma se administra concurrentemente con la administracion de otro agente terapéutico.
En otra modalidad, un compuesto y/o formulacion farmacéutica del mismo se administra previo o posterior a la
administracion de otro agente terapéutico. En una modalidad, la CoQ10 y agente terapéutico adicional actuan
sinérgicamente. En una modalidad, la CoQ10 y agente terapéutico adicional actian aditivamente.

En una modalidad, formulaciones terapeuticas de la invencion pueden ser utilizadas en métodos que, adicionalmente,
comprenden la administracion de uno o mas agentes adicionales, por ejemplo, uno 0 mas agentes terapéuticos. Por
ejemplo, en una modalidad, un agente adicional para su uso en los métodos terapéuticos de la invencidon es un agente
quimioterapéutico.

Los agentes quimioterapéuticos generalmente pertenecen a varias clases incluyendo, por ejemplo: 1. Inhibidores de
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topoisomerasa |l (antibidticos citotéxicos), tales como las antraciclinas/antracenedionas, por ejemplo, doxorrubicina,
epirrubicina, idarrubicina y nemorrubicina, las antraquinonas, por ejemplo, mitoxantrona y losoxantrona y las podofilotoxinas,
por ejemplo, etopdsido y tenipdsido; 2. Agentes que afectan la formacién de microtubulos (inhibidores mitéticos), tales como
alcaloides de plantas (por ejemplo, un compuesto perteneciente a una familia de moléculas alcalinas que contengan
nitrégeno derivadas de plantas que son biolégicamente activas y citotdxicas), por ejemplo, taxanos, por ejemplo, paclitaxel y
docetaxel y los vinca alcaloides, por ejemplo, vinblastina, vincristina y vinorrelbina y derivados de podofilotoxina; 3. Agentes
alquilantes, tales como mostazas de nitrégeno, compuestos de etilenimina, alquil sulfonatos y otros compuestos con una
accion alquilante, tales como nitrosoureas y dacarbazina, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan; 4. Antimetabolitos
(inhibidores de nucledsidos), por ejemplo, folatos, por ejemplo, acido félico, fluropirimidinas, analogos de purina o pirimidina
tales como 5-fluorouracilo, capecitabina, gemcitabina, metotrexato y edatrexato; 5. Inhibidores de topoisomerasa |, tales
como topotecan, irinotecan y 9-nitrocamptotecina y derivados de camptotecina; y 6. Compuestos/complejos de platino, tales
como cisplatina, oxaliplatina y carboplatina; Los agentes quimioterapéuticos ejemplares para su uso en los métodos de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, amifostina (etiol), cisplatina, dacarbazina (DTIC), dactinomicina, mecloretamina
(mostaza de nitrogeno), estreptozocina, ciclofosfamida, carmustina (BCNU), lomustina (CCNU), doxorrubicina (adriamicina),
doxorrubicina lipo (doxil), gemcitabina (gemzar), daunorrubicina, daunorrubicina lipo (daunoxoma), procarbazina, mitomicina,
citarrabina, etoposido, metotrexato, 5-fluorouracilo (5-FU), vinblastina, vincristina, bleomicina, paclitaxel (taxol), docetaxel
(taxotero), aldesleuquin, asparaginasa, busulfan, carboplatina, cladribina, camptotecina, CPT-l 1, 10-hidroxi-7-etil-
camptotecina (SN38), dacarbazina, S-I capecitabina, ftorafur, 5' desoxofluorouridina, UFT, eniluracilo, desoxicitidina, 5-
azacitosina, 5-azadesoxicitosina, alopurinol, 2-cloro adenosina, trimetrexato, aminopterina, metilen-10-desazaminopterina
(MDAM), oxaplatina, picoplatina, tetraplatina, satraplatina, platino-DACH, omaplatina, CI-973, JM-216, y analogos de los
mismos, epirrubicina, fosfato de etopdsido, 9-aminocamptotecina, 10,11-metilendioxicamptotecina, carenitecina, 9-
nitrocamptotecina, TAS 103, vindesina, mostaza de L-fenilalanina, ifosfamidemefosfamida, perfosfamida, trofosfamida
camustina, semustina, epotilonas A-E, tomudex, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, amsacrina, fosfato de etopdsido,
carenitecina, aciclovir, valaciclovir, ganciclovir, amantadina, rimantadina, lamivudina, zidovudina, bevacizumab, trastuzumab,
rituximab, 5-fluorouracilo, capecitabina, pentostatina, trimetrexato, cladribina, floxuridina, fludarrabina, hidroxiurea,
ifosfamida, idarrubicina, mesna, irinotecan, mitoxantrona, topotecan, leuprélido, megestrol, melfalan, mercaptopurina,
plicamicina, mitotano, pegaspargasa, pentostatina, pipobroman, plicamicina, estreptozocina, tamoxifeno, tenipdsido,
testolactona, tioguanina, tiotepa, mostaza de uracilo, vinorrelbina, clorambucil, cisplatina, doxorrubicina, paclitaxel (taxol),
bleomicina, mTor, receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
combinaciones de los mismos que son faciimente evidentes para un experto en la materia, con base en el estandar
apropiado de atencion para un cancer o tumor particular.

En otra modalidad, un agente adicional para su uso en terapias de combinacién de la invencion es un agente bioldgico.

Los agentes bioldgicos (también llamados bioldgicos) son los productos de un sistema bioldgico, por ejemplo, un organismo,
célula o sistema recombinante. Ejemplos de tales agentes bioldgicos incluyen moléculas de acido nucleico (por ejemplo,
moléculas de acido nucleico antisentido), interferones, interleucinas, factores estimulantes de colonias, anticuerpos, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales, agentes anti-angiogénesis y citocinas. Los agentes biologicos ejemplares se discuten
con mas detalle a continuaciéon y, generalmente, pertenecen a varias clases, por ejemplo: 1. Hormonas, analogos
homonales, y complejos hormonales, por ejemplo, estrégenos y analogos de estrogeno, progesterona, analogos de
progesterona y progestinas, andrégenos, adrenocorticoesteroides, antiestrogenos, antiandrégenos, antitestosteronas,
inhibidores esteroides suprarrenales, y hormonas anti-leuteinizantes; y 2. Enzimas, proteinas, péptidos, anticuerpos
policlonales y/o monoclonales, tales como interleucinas, interferones, factor estimulante de colonias, etc.

En una modalidad, el biolégico es un interferon. Los interferones (IFN) son un tipo de agente biolégico que se presenta
naturalmente en el cuerpo. Los interferones también se producen en el laboratorio y se administran a pacientes con cancer
en terapia bioldgica. Han demostrado mejorar la forma en la que el sistema inmunitario del paciente con cancer actia contra
las células de cancer.

Los interferones pueden trabajar directamente en las células de cancer para disminuir su crecimiento, o pueden ocasionar
que las células de cancer cambien en células con un comportamiento mas normal. Algunos interferones también pueden
estimular las células asesinas naturales (NK), células T, y macrofagos que son tipos de glébulos blancos en la corriente
sanguinea que ayudan a combatir las células de cancer.

En una modalidad, el biolégico es una interleucina. Las interleucinas (IL) estimulan el crecimiento y la actividad de muchas
células inmunitarias. Son proteinas (citocinas y quimiocinas) que se presentan naturalmente en el cuerpo, pero también
pueden producirse en el laboratorio.

Algunas interleucinas estimulan el crecimiento y la actividad de las células inmunitarias, tales como linfocitos, que trabajan
para destruir las células de cancer.
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En otra modalidad, el biolégico es un factor estimulante de colonias.

Los factores estimulantes de colonias (CSF) son proteinas dadas a los pacientes para estimular las células madre dentro de
la médula ésea para producir mas células sanguineas. El cuerpo necesita constantemente nuevos glébulos blancos,
glébulos rojos y plaquetas, especialmente cuando el cancer esta presente. Los CSF se dan, junto con la quimioterapia, para
ayudar a reforzar el sistema inmunitario. Cuando los pacientes con cancer reciben quimioterapia, se suprime la capacidad
de la médula ésea para producir células sanguineas nuevas, haciendo a los pacientes mas propensos a contraer
infecciones. Las partes del sistema inmunitario no pueden funcionar sin las células sanguineas, asi los factores estimulantes
de colonia fomentan a las células madre de médula 6sea a producir glébulos blancos, plaquetas, y gldbulos rojos.

Con la produccion de células adecuada, otros tratamientos de cancer pueden seguir habilitando a los pacientes a recibir con
seguridad dosis mayores de quimioterapia.

En otra modalidad, el biolégico es un anticuerpo. Los anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, son agentes,
producidos en el laboratorio, que se enlazan a las células cancerigenas.

Cuando los agentes de destruccion de cancer son introducidos en el cuerpo, buscan los anticuermpos y matan las células de
cancer. Los agentes de anticuerpo monoclonal no destruyen las células sanas. Los anticuerpos monoclonales logran su
efecto terapéutico a través de diversos mecanismos. Pueden tener efectos directos en la produccion de apoptosis o muerte
celular programada. Pueden bloquear a los receptores de factor de crecimiento, efectivamente deteniendo la proliferacion de
células tumorales. En las células que expresan anticuerpos monoclonales, pueden causar la formacion de anticuerpos anti-
idiotipo.

Los ejemplos de anticuempos que se pueden utilizar en el tratamiento de combinacién de la invencién incluyen anticuerpos
anti-CD20, tales como, pero no limitado a, cetuximab, tositumomab, rituximab, e ibritumomab. Los anticuerpos anti-HER2
también se pueden utilizar en combinacion con un influeyente ambiental para el tratamiento del cancer. En una modalidad,
el anticuerpo anti-HER2 es trastuzumab (Herceptins). Otros ejemplos de anticuerpos que se pueden utilizar en combinacion
con un influyente ambiental para el tratamiento del cancer incluyen anticuerpos anti-CD52 (por ejemplo, Alemtuzumab),
anticuerpos anti-CD-22 (por ejemplo, Epratuzumab) y anticuerpos anti-CD33 (por ejemplo, Gemtuzumab ozogamicina). Los
anticuerpos anti-VEGF también se pueden utilizar en combinaciéon con un influyente ambiental para el tratamiento del
cancer. En una modalidad, el anticuerpo anti-VEGF es bevacizumab. En otras modalidades, el agente biolégico es un
anticuerpo que es un anticuerpo anti-EGFR por ejemplo, cetuximab. Otro ejemplo es el anticuerpo anti-glicoproteina 17-1A
edrecolomab. Son conocidos en el estado de la técnica numerosos anticuerpos distintos anti tumorales y se entenderia por
los expertos en la materia que son abarcados por la presente invencion.

En otra modalidad, el biolégico es una citocina. La terapia con citocina utiliza proteinas (citocinas) para ayudar al sistema
inmunitario del sujeto y destruir las células que son cancerosas. Las citocinas se producen naturalmente en el cuerpo por el
sistema inmunitario, pero también se pueden producir en el laboratorio. Esta terapia se utiliza con melanoma avanzado y
con terapia adyuvante (tratamiento después de o ademas del tratamiento del cancer primario). La terapia con citocina llega a
todas las partes del cuerpo para matar las células de cancer e impedir que los tumores crezcan.

En otra modalidad, el bioldgico es una proteina de fusion. Por ejemplo, Apo2/TRAIL recombinante humana (Genentech) se
puede utilizar en una terapia de combinacion. Apo2/TRAIL es el primer agonista del receptor pro-apoptético dual disefiado
para activar los receptores pro-apoptéticos tanto DR4 como DR5, que estan involucrados en la regulacion de la apoptosis
(muerte celular programada).

En una modalidad, el biolégico es una molécula de acido nucleico antisentido.

Como se utiliza en la presente invencién, un acido nucleico “antisentido” comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de un acido nucleico de “sentido” que codifica una proteina, por ejemplo, complementaria con la cadena
codificante de una molécula de ADNc de doble cadena, complementaria con una secuencia de ARNm o complementaria con
la cadena codificante de un gen. En consecuencia, un acido nucleico antisentido puede enlazar con hidrégeno a un acido
nucleico de sentido.

En una modalidad, un agente biolégico es una molécula de ARNsi, por ejemplo, de una molécula que mejora la
angiogénesis, por ejemplo, bFGF, VEGF y EGFR. En una modalidad, un agente bioldgico que inhibe la angiogénesis media
el ARN.. La interferencia de ARN (RNAI) es una técnica postranscripcional de silenciamiento de genes dirigida, que usa ARN
de doble cadena (ARNds) para degradar el ARN mensajero (ARNm) que contiene la misma secuencia que el ARNds
(Sharp, P. A. y Zamore, P. D. 287, 2431-2432 (2000); Zamore, P. D., et al. Cell 101, 25-33 (2000). Tuschl, T. et al. Genes
Dev. 13, 3191-3197 (1999); Cottrell TR, y Doering TL. 2003. Trends Microbiol. 11:37-43; Bushman F.2003. Mol Therapy 7:9-
10; McManus M T y Sharp PA. 2002. Nat Rev Genet. 3.737-47). El proceso ocurre cuando una ribonucleasa endégena
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escinde el ARNds mas largo en mas corto, por ejemplo, ARNs de 21 o 22 nucleédtidos de largo, denominados ARNs de
interferencia pequefia o ARNsi. Los segmentos de ARN menores median la degradacion del ARNm objetivo. Los kits para la
sintesis de ARNi estan disponibles comercialmente en, por ejemplo, New England Biolabs o Ambion. En una modalidad uno
0 mas quimicos para uso en ARN antisentido se pueden emplear en moléculas que median el ARN..

El uso de acidos nucleicos antisentido para bajo regular la expresién de una proteina particular en una célula es bien
conocido en la materia (ver, por ejemplo, Weintraub, H. et al., Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis,
Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986; Askari, F.K. and McDonnell, W.M. (1996) N. Eng. J. Med. 334:316-318;
Bennett, M.R. and Schwartz, S.M. (1995) Circulation 92: 1981-1993; Mercola, D. and Cohen, J.S. (1995) Cancer Gene Ther.
2:47-59; Rossi, JJ. (1995) Br. Med. Bull. 51.217-225; Wagner, RW. (1994) Nature 372:333-335). Una molécula de acido
nucleico antisentido comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria con la cadena codificante de otra
molécula de acido nucleico (por ejemplo, una secuencia de ARNm) y en consecuencia es capaz de enlazar con hidrégeno a
la cadena codificante de la otra molécula de acido nucleico. Las secuencias antisentido complementarias a una secuencia
de un ARNm pueden ser complementarias con una secuencia que se encuentra en la region codificante del ARNm, la region
no traducida 5' o 3' del ARNm o una regién que puentea la regién codificante y una region no traducida (por ejemplo, en la
unién de la region no traducida 5’ y la region codificante). Ademas, un acido nucleico antisentido puede ser complementario
en secuencia con una region reglamentaria del gen que codifica el ARNm, por ejemplo una secuencia de iniciacion de la
transcripcion o elemento regulador. Preferentemente, un acido nucleico antisentido esta disefiado para ser complementario
a una region que precede o que abarca el codon de iniciacion en la cadena codificante o en la region no traducida 3' de un
ARNmM.

Dada las secuencias de cadena codificante de una molécula que mejora la angiogénesis, los acidos nucleicos antisentido de
la invencion se pueden disefar de acuerdo con las reglas del apareamiento de bases de Watson y Crick. La molécula de
acido nucleico antisentido puede ser complementaria a la regién codificante completa del ARNm, pero es mas
preferentemente un oligonucleétido que es antisentido para solamente una porcion de la region codificante o no codificante
del ARNm. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede ser complementario a la regiéon que rodea el sitio de inicio de
traduccién del ARNm. Un oligonucleétido antisentido puede ser, por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 o0 50 nucledtidos de longitud.

Un acido nucleico antisentido de la invencién puede construirse usando sintesis quimica y reacciones de ligacion enzimatica
usando procedimientos conocidos en la materia. Por ejemplo, un acido nucleico antisentido (por ejemplo, un oligonucleétido
antisentido) puede ser sintetizado quimicamente usando nucledtidos que se presentan naturalmente o nucleétidos
diversamente modificados disefiados para incrementar la estabilidad biolégica de las moléculas o para incrementar la
estabilidad fisica del duplex formado entre los &cidos nucleico antisentido y sentido, por ejemplo, se pueden utilizar
derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos con acridina. Ejemplos de nucleétidos modificados que se pueden utilizar
para generar el acido nucleico antisentido incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina,
xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetilo) uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometil
uracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metil-citosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, = 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-mannosilqueosina,  5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, acido 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido
uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6-diaminopurina. Para inhibir
la expresion en las células, se pueden utilizar uno o mas oligonucleétidos antisentido. Alternativamente, el acido nucleico
antisentido se puede producir biolégicamente usando un vector de expresion en el que un acido nucleico ha sido subclonado
en una orientacién antisentido (es decir, el ARN transcrito del acido nucleico insertado sera de una orientacion antisentido a
un acido nucleico de objetivo de interés, se describe adicionalmente en la siguiente subseccién).

En todavia otra modalidad, la molécula de acido nucleico antisentido de la invencién es una molécula de acido nucleico a-
anomérico. Una molécula de acido nucleico a-anomérico forma hibridos de cadena doble especificos con ARN
complementario que, contrario a las a-unidades habituales, las cadenas corren paralelas entre si (Gaultier et al. (1987)
Nucleic Acids. Res. 15:6625-6641). La molécula de &cido nucleico antisentido también puede comprender un 2’-o-
metilribonucledtido (Inoue et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131- 6148) o un analogo de ARN-ADN quimérico (Inoue et al.
(1987) FEBS Lett. 215:327-330).

En otra modalidad, un acido nucleico antisentido de la invencién es un compuesto que media el ARNi. Los agentes de
interferencia de ARN incluyen, pero no se limitan a, las moléculas de acido nucleico que incluyen moléculas de ARN que
son homologas al gen objetivo o secuencia gendmica, “ARN de interferencia corta” (ARNsi), “horquilla corta” o “ARN de
horquilla pequefia” (ARNsh), y moléculas pequefias que interfieren o inhiben la expresién de un gen objetivo por la
interferencia de ARN (ARNi). La interferencia de ARN es una técnica postranscripcional de silenciamiento de genes dirigida,
que usa ARN de doble cadena (ARNds) para degradar el ARN mensajero (ARNm) que contiene la misma secuencia que el
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ARNds (Sharp, P.A. and Zamore, P.D. 287, 2431-2432 (2000); Zamore, P.D., et al. Cell 101, 25-33 (2000). Tuschl, T. et al.
Genes Dev. 13, 3191-3197 (1999)). El proceso ocurre cuando una ribonucleasa endégena escinde el ARNds mas largo en
mas corto, ARNs de 21 o 22 nucledtidos de largo, denominados ARNSs de interferencia pequefia o ARNSsi. Los segmentos de
ARN menores que median la degradacion del ARNm objetivo. Los kits para la sintesis de ARNi se encuentrana
comercialmente disponibles de, por ejemplo, New England Biolabs y Ambion. En una modalidad, se puede emplear una o
mas de las quimicas descritas para el uso en ARN antisentido.

Las moléculas de acido nucleico que codifican moléculas que, por ejemplo, inhiben la angiogénesis, se pueden introducir en
el sujeto en una forma adecuada para la expresién de la proteina codificada en las células del sujeto, también se pueden
utilizar en los métodos de la invencién. Las moléculas ejemplares que inhiben la angiogénesis incluyen, pero no se limitan a,
TSP-I, TSP-2, IFN-g, IFN-a, angiostatina, endostatina, tumastatina, canstatina, VEGI, PEDF, vasohibina, y el fragmento de
16 kDa de prolactina 2-metoxiestradiol (ver, Kerbel (2004) J. Clin Invest 114:884, para su revision).

Por ejemplo, una secuencia de ADNc de longitud completa o parcial se clona en un vector de expresion recombinante y el
vector es transfectado en una celda usando técnicas estandares de biologia molecular. EI ADNc se puede obtener, por
ejemplo, por amplificacion, usando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) o seleccionando una biblioteca de ADNc
apropiada. Las secuencias de nucleétidos del ADNc se pueden utilizar para el disefio de cebadores de PCR, que permiten la
amplificacion de un ADNc por métodos PCR estandares o para el disefio de una sonda de hibridacion que se puede utilizar
para seleccionar una biblioteca de ADNc usando métodos de hibridacién estandares. Después del aislamiento o
amplificacion del ADNc, el fragmento de ADN se introduce en un vector de expresion adecuado.

Los agentes biolégicos ejemplares para uso en los métodos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, gefitinib (Iressa),
anastrazol, dietilestilbesterol, estradiol, premarin, raloxifeno, progesterona, noretinodrel, estisterona, dimestisterona, acetato
de megestrol, acetato de medroxiprogesterona, caproato de hidroxiprogesterona, noretisterona, metiltestosterona,
testosterona, dexametasona, prednisona, cortisol, solumedrol, tamoxifeno, fulvestrant, toremifeno, aminoglutetimida,
testolactona, droloxifeno, anastrozol, bicalutamida, flutamida, nilutamida, goserelin, flutamida, leuprdlido, triptorelin,
aminoglutetimida, mitotano, goserelin, cetuximab, erlotinib, imatinib, tositumomab, alemtuzumab, trastuzumab, gemtuzumab,
rituximab, ibritumomab tiuxetan, bevacizumab, denileuquin diftitox, daclizumab, interferén alfa, interferén beta, anti-4-1BB,
anti-4-1BBL, anti-CD40, anti-CD154, anti-OX40, anti-OX40L, anti-CD28, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD70, anti-CD27, anti-
HVEM, anti-LIGHT, anti-GITR, anti-GITRL, anti-CTLA-4, OX40L soluble, 4-IBBL soluble, CD154 soluble, GITRL soluble,
LIGHT soluble, CD70 soluble, CD80 soluble, CD86 soluble, CTLA4-Ig soluble, GVAX®, y combinaciones de los mismos, que
son evidentes para un experto en la materia con base en el estandar apropiado de cuidado para un tumor o cancer
particular. Pueden hacerse formas solubles de agentes como, por ejemplo, proteinas de fusion, enlazando operativamente
el agente con, por ejemplo, la regidn de Ig-Fc.

Se debera sefialar que mas de un agente adicional, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, se puede administrar en combinacién con las
formulaciones de CoQ10 de la invencion. Por ejemplo, en una modalidad, dos agentes quimioterapéuticos se pueden
administrar en combinacién con CoQ10. En otra modalidad, se pueden administrar un agente quimioterapéutico, un agente
biolégico y CoQ10.

Se pueden utilizar diversas formas de los agentes bioldgicos. Estos incluyen, sin limitacion, formas como moléculas de
proforma, moléculas sin carga, complejos moleculares, sales, éteres, ésteres, amidas y similares, que biolégicamente se
activan cuando se implantan, inyectan o de otra manera se insertan en el tumor.

La invencioén, adicionalmente, se entendera por los siguientes ejemplos. Sin embargo, aquellos expertos en la materia
facilmente apreciaran que los detalles experimentales especificos so6lo son ilustrativos y no pretenden limitar la invencion
como se describe en la presente memoria, que se define por las reivindicaciones que Figuran mas adelante. Los contenidos
de cualquiera de las patentes, solicitudes de patentes, publicaciones de solicitud de patente y referencias citadas a lo largo
de esta descripcion se incorporan como referencia en forma completa.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos proporcionan formulaciones ejemplares para la preparaciéon de las dispersiones coloidales de
CoQ10.

Ejemplo 1 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:3:0-SOP4.1): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 93 mL de agua a 65°C y
se mezclan por 10 minutos para formar una mezcla de CoQ10/agua (M1); (b) 3 g de DMPC (polvo), se agregan a la M1y se
mezclan por 10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla de CoQ10/agua/DMPC (M2); (c) mezclador de alto cizallamiento,
7000 rpm a 65°C se aplica a M2 durante 2 minutos; (d) una camara de microfluidizador se precalienta a 65°C; (e) M2 se
procesa en el microfluidizador a 65°C y 28,000 PSI.
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Ejemplo 2 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:2:0-SOP4.2): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 94 mL de agua a 65°C. y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 3 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan durante
10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2
minutos a 65°C; (d) una camara de procesamiento de microfluidizador se precalienta a 65°C; (e) M2 se procesa en el
microfluidizador precalentado a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 3 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:3:1-SOP4.3): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 92 mL de agua a 65°C y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 3 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan durante
10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2
minutos a 65°C; (d) 1 g de P188 (polvo) se agrega a M2 y se mezcla durante 10 minutos méas a 65°C para formar la mezcla
M3; (e) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm luego se aplica a M3; (f) una camara de microfluidizador luego se
precalienta a 65°C; (g) M3 luego se procesa en un microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 4 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:2:1-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 93 mL de agua a 65°C. y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 2 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan durante
10 minutos mas a 65°C; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2 minutos a 65°C; (d) 1 g de
P188 (polvo) se agrega a la mezcla de M2 cizallada y se mezcla durante 10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla M3;
(e) un Microfluidizador se precalienta a 65°C; (f) M3 luego se procesa en el Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 5 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:3:1-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 92 mL de agua a 65°C y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 3 g de DMPC (polvo) luego se agrega a M1 y se mezcla
durante 10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm luego se aplica a
M2 a 65°C durante 2 minutos; (d) 1 g de P188 (polvo) se agrega a la mezcla de M2 cizallada y se mezcla por 10 minutos
mas a 65°C para formar la mezcla M3; una camara de procesamiento de Microfluidizador, luego se precalienta a 65°C; la
mezcla M3 después se procesa en el Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 6 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:1:0-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 95 mL de agua a 65°C y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 1 g de DMPC (polvo) se agrega a M1 y se mezcla durante 10
minutos para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2 minutos a 65°C;
(c) una camara de procesamiento de Microfluidizador se precalienta a 65°C; (d) la mezcla M2 cizallada se procesa en el
Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 7 - Formulacion de CoQ10/DMPC/P188 (4:1:1-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 94 mL de agua a 65°C. y
se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 1 g de DMPC (polvo) se agrega a M1 y se mezcla durante 10
minutos para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2 minutos a 65°C;
(d) 1 g de P188 (polvo) se agrega a la mezcla M2 cizallada y se mezcla por 10 minutos mas a 65°C para formar la mezcla
M3; (e) una camara de procesamiento de Microfluidizador se precalienta a 65°C; (f) la mezcla M3 se procesa en el
Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 8 - Formulaciéon de CoQ10/DMPC/P188 (4:3:0.5-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 92 mL de agua a 65°C
y se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 3 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan durante
10 minutos para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2 minutos a
65°C; (d) 0.5 g de P188 (polvo) se agregan a la mezcla M2 cizallada y se mezclan por 10 minutos mas a 65°C para formar la
mezcla M3; (e) una camara de procesamiento de Microfluidizador se precalienta a 65°C; (f) la mezcla M3 se procesa en el
Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 9 - Formulacién de CoQ10/DMPC/P188 (4:3:1.5-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 91.5 mL de agua a
65°C y se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 3 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan
durante 10 minutos para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2
minutos a 65°C; (d) 1.5 g de P188 (polvo) se agregan a la mezcla M2 cizallada y se mezclan por 10 minutos mas a 65°C
para formar la mezcla M3; (e) una camara de procesamiento de Microfluidizador se precalienta a 65°C; (f) la mezcla M3 se
procesa en el Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.

Ejemplo 10 - Formulacion de CoQ10/DMPC/P188 (4:2:1.5-SOP4.4): (a) 4 g de CoQ10 se agregan a 92 mL de agua a
65°C y se mezclan durante 10 minutos para formar la mezcla M1; (b) 2 g de DMPC (polvo) se agregan a M1 y se mezclan
durante 10 minutos para formar la mezcla M2; (c) mezclador de alto cizallamiento a 8,000 rpm se aplica a M2 durante 2
minutos a 65°C; (d) 1.5 g de P188 (polvo) se agregan a la mezcla M2 cizallada y se mezclan durante 10 minutos mas a 65°C
para formar la mezcla M3; (e) una camara de procesamiento de Microfluidizador se precalienta a 65°C; (f) la mezcla M3 se
procesa en el Microfluidizador a 65°C y 30,000 PSI.
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Como se puede ver en la Figura 17, el procesamiento de la mezcla de formulacién 4:3:0-SOP4.1 resulta en tamafos de
particula de aproximadamente 50 nm después de 18 pases; la formulacién 4:2:0-SOP4.2 condujo a tamafios de particula de
aproximadamente 60 nm después de 18 pases; la formulacion 4:1:0-SOP4.4 condujo a tamafios de particula de
aproximadamente 80 nm después de 18 pases.

La adicion de poloxamero 188 (P188) a la mezcla, como se representa en la Figura 18, muestra que la formulacion 4:1:1-
SOP4 .4, resulta en tamafios de particula de aproximadamente 80 nm después de 12 pases; la formulacién 4:2:1-SOP4.4
resulta en tamafios de particula de aproximadamente 50 nm después de 12 pases; y 4:3:1-SOP4 4 resulta en tamarios de
particula de aproximadamente 40 nm después de 12 pases. Los ratios de DMPC/CoQ10 y DMPC/P188, por lo tanto, son
factores criticos en la determinaciéon de los tamafos de particula. Mientras se desea que se una a la teoria especifica, se
cree que el P188 ablanda la capa de DMPC y facilita la formacion inicial de las particulas de tamafio menor.

En ciertas modalidades, se ajustaron las relaciones de CoQ10/DMPC de 4:3 y 4:2 con cantidades variadas de P188. Como
se representa en la Figura 19, no hubo ningun efecto significativo de la concentracion de P188 en el tamafio de particula
final cuando la relacién de CoQ10/DMPC fue 4:3.

De forma similar, la variacion de la concentracion de P188 para relaciones de CoQ10/DMPC 4:2 tuvo efectos insignificantes
en el tamafio de particula como se ve en la Figura 20.

Los siguientes ejemplos proporcionan modalidades ejemplares que demuestran los usos y métodos relacionados con la
administracion de la formulacién IV de CoQ10 de las dispersiones coloidales de CoQ10 proporcionadas en la presente
invencion.

Ejemplo 11 - Determinacién de pK de la coenzima Q10: 39 ratones SCID.CB hembras, de 4-6 semanas de edad, fueron
aclimatados durante 3-5 dias antes de la dosificacion de estudio. Los 39 ratones se colocaron en 13 grupos de 3 cada uno
por peso corporal promedio tomado antes del dia de la dosificacion. En el dia 0, los grupos 1-6 se administraron con una
dosis Unica de la formulacién como se describe en la presente memoria, sin poloxamero (formulacion 1). Los grupos 1-6 se
administraron con 100 mg/kg por inyeccién IV de Formulacién 1 y se tomaron muestras de plasma y tejido (bazo, higado,
pancreas, pulmones y cerebro)a 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h y 36 h posterior a la dosificacién. En el dia 0, los grupos 7-12 se
administraron con una dosis Unica de la formulacion de CoQ10, como se describe en la presente con poloxamero
(formulacién 2). Los grupos 7-12 se administraron con 100 mg/kg por inyeccion IV de formulaciéon 2 y se recuperaron
muestras de plasma y tejido (bazo, higado, pancreas, pulmones y cerebro) a 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h y 36 h posterior a la
dosificacién. El grupo 13 no recibi6 tratamiento.

Se condujo un ensayo biolégico para cuantificar los niveles de CoQ10 en el plasma de ratén, los tejidos del higado, pulmon,
bazo, pancreas, y cerebro mediante el uso de LC/MS/MS. La CoQ10 se cuantificd en el intervalo de 1-600 pyg/mL para
plasma de ratéon y en el intervalo de 0.25-100 pg/mL para los tejidos de ratdn hasta 36 horas después de la administracion
de IV. Las Figuras 22 y 23 proporcionan el perfil de concentracién de la formulacion 1 de CoQ10 en el plasma. Las Figuras
24 y 25 proporcionan el perfil de concentracién de la formulacion 2 de CoQ10 en el plasma. Las Figuras 26 y 27
proporcionan la concentracion en higado para las formulaciones 1y 2, respectivamente. Las Figuras 28 y 29 proporcionan la
concentracion en pulmén para la formulacién 1y 2, respectivamente. Las Figuras 30 y 31 proporcionan la concentracion de
bazo para la formulaciéon 1 y 2, respectivamente. Las Figuras 32 y 33 proporcionan la concentracion en pancreas para la
formulacion de 1y 2, respectivamente. Las Figuras 34 y 35 proporcionan la concentraciéon en cerebro para la formulacion 1y
2, respectivamente.
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Tabla 4
Ho. de 0 da muestra Tiempo Cone. Conc. Pramedio
muesia {(Fuirmnuladidin Iy {huia) {py/mlLi {pginl)
1 Plasma 513 Zredogic 1356 1] 0.0C
2 Hlasma-513-“redogis- 1354 1 L.UL 1.uu
3 Plasma-E13- 2 edosi=- 1336 ] 0.0C
4 Plagma-F1-51-1370-2h 2 a5 £8
] Flasma-H1-151-13£4-Lh 2 néllib =
3] Plazma-T1-E1-1172-2h 2 412070
7 Plagma-F1-52-1360- 7 h 1 26 8k
] Plasma-F1-52-1374-Lh i 129,70 B2.70
= Plasma-lM-E2-1076-£h 4 J2.04
10 Plazma-F1-53-1351-8h a 5.6
11 Plasma-F1-33-137 1-Gh i] 7.4 VL
12 Maszma-F1-C3-1350-8h a 1059
13 Plasma-F1-54-1377. 17h 12 NEE
14 Flasma-F1-Gd-13£7- 12h 12 g3z g.21
15 Plasma F1 =4 1377 12h 12 5,37
1R Plasma-F1-(55-1373-74h ] L0
17 Plasma-F1-35-1369- 244 24 G.14 a.13
18 Plasma F1 55 1378 24h 24 £ 97
14 Flasma-k1-155-135¢-3kh ] 5.1
20 Plasma-F1-35-1372-36h G 5] 5.47 a1z
21 Plagma-F1-55-1367-3Eh 5] ¢ 1E
Tabla 5
Ho. de ID de muesira Tlempo Conc. Conc. PFromedlo
miuesia (Furmuladan 1] (hura) Iuy/mb) Iuy/mb)
1 Plasma-G1Predasis-1J00 [i] 0.0C
2 Masma-C13FMedasis-1354 [i] 0.0C 0.0C
3 Plasma G13 Predasis 1366 o] 0.0C
4 Plasma F2 G7 13456 24 2 410 E1
] Flagma-FA G -T368-24 2 A=t 423 24
5] Flaema-FAG-T375- 24 ] ASTCE
! Flasma-FA158-195H-49 4 od. o
A Plasma-F2158-13R -dn 4 A4 TR Tan
5] Plasma-F2-155-13b4-d1 4 9342
1] Plasma-F2-59-1346-31 5] 7.0
1" Plasimig-F2-39-1350-3 5] 15.60 1-.73
12 Plasma-lZ2E9-124"-14 [i] 17,949
1] Plazma-T2-G10-134C-12h = 2.0
14 Masma-F2-CG10-1355-12h T 380 5.4
15 Flasma F2 G10 136Z 12h Tz E.71
16 Plasma F2 G1° 134z 24h 24 2.1
i Flagma-FAGT-T34C-2 Th 24 277 27z
18 Hlasma-FAls17-13k5-24h 24 R
14 Hlasma-FA512-144%-5hkh Ak 14k
N Plasma-F2151 2-15R--3Rh GF AT SR7
2 Flasma-F2G12-1342-36h 3E 4.2
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Tabla 6
Mo, da 1D de muoastra Tiempo Conc, Conc. Promedio
mupesira (Formulacian 1) thnra) [fmil | g/l )
1 Hicado-C13-Pradogis- 1356 ] 0.0c
2 Hicadu-C13-Pradusis-1354 0 0.0 0.J0
3 Hicado-C13-Mr=dozis-1366 n 0.0cC
4 Hicado F1 G1 1370 2h 2 181 £0
o Hicado-F1-51-1324-2h 2 280 2rgn
hH Hicarn-H1-31-1424-*h i A48 1A
v Hicado-F1-G2-1360-4 h £ L3275
i Hicadu-F1-G2-1374-4 h £ 38275 36¢.30
a Hicado-F1-Cz-137G-4 h & 345 40
1C Hicado F1 G2 13561 Bh 8 JE2ES
11 Hicado-F1-G2-1371-8h 8 5130 A421.15
T Hitarn-F1-[5--1454-Hh r AT
12 Hicado-F1-G4-1352-" 2F 12 J14ES
14 Hicadu-F1-G4-13£7-" 2t 12 304 75 320.42
1 [ ligado-T1-G4-12¢77-" 21 12 J41 o
1E Hicado F1 GE 1363 24+ 24 3160
17 Hicado-F1-GE-1369-2/F 21 303 ES 307.28
- Hicarn-H1-3-14s8-A4F A R aial
1= Hicado-F1-GE-1 357 -36F 36 352 45
20 Hicadu-F1-GE-1 3r2-36t 36 27210 28210
21 [ licacdo-M1-GE-1 J67-261 G 20770
Tabla 7
Ho. de ID de muestra Tiempo Conc. Conc. Promedio
muesira {Formulacion 1) {hara) pg-mL) ipg/mby
1 Hyadu-G13-P ed Jsis-1256 0 0.CC
4 H gado-i713-H-adogig-1-64 1 L [N
J [lgado-G313-P e d 25is-1266 0 0.CC
F] Hgado-F2-157-" 345-21 2 AEE
5 Hgado-F2-C7-" 368-2 1 2 158.2C 177.20
R Hgadn-F2-057 - 37R-7 1 ? 1R FF
7 Hiado F2 G5 7358 44 4 24515
A Hyadu-F2-057-7 3R1-4 4 4 PR P 52
4 H gado-F2-GH-" 3k -1 1 Ak
1C [Mgado-T2-G3-" 2400 0 24065
T H'gado-F2-38-" 36051 ] 2 EE =13.22
1z Higado-F2-C8-" 34181 8 18425
=z Hgado-F2-G10- 1343 12h 12 195 CC
14 Hoado-F2-C10-1355-1T2h 14 19550 206,22
1F Hyadu-F2-G10-13R5 120 12 PR TE
Tk Hogado FX 11 13344 b 24 S0
17 Hyadu-F2-G1 1-1343-24h 24 2720 20517
[ H'gado-F2-31 1-1365 2h 21 1a8.7E
12 [Fgado-2-G12-1342- 050 13 167.5C
= H'gado-F2-151 2-1362 35h 34 143.CC 167 .37
=1 Huoado-F2-C12-1343-35R EE EERN
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Tabla 8

Hu, de ID de muesta Tiempu Cune, Cunc. Promediv

mesira Formulacldn {hora) {pp'ml) [pygsml)
1 Pulkndn G13 Predosis 1305 I ]
2 Pulrmin-G13-Predusgis-1 304 1 .00 0.0c
3 Pulmidn-1z13-P-edogis-1 362 0 2,00
4 Mulkndn-F-C1-1z¢ 0-<2h 2 133,35
] Pulmiin-F -31-17£4-2h 7 1715 AN & FF
[ Hulman-F*-31-1z¢ 3-2h d k&
il Pulmdn--G2-1260-4h £ 22
g Pulmdn-F -1532-127 4-dh L 35.35 3285
4 Pulkndn F~ G2 1=¢E 4h L 2920
1C Pulrmi-F-G3-125" 5h i 3005
11 Pulmdn-F -133-127 3h g 3¢ BA 3247
1= Mulkndn-F-C3-12558h g 3270
= Pulmiin-F-34-17772-12h 12 17 FA
14 Hulman F* G4 1247 T2h 14 als 44810
1L Pulmdn-I-G4-1277-12h 12 1100
e Pulmin-F -155-1253-24h 24 19.05
17 Pulkndn F~ G5 1269 24h 24 220 21.30
12 Pulrniin-F-G5-127 522 h 2 22
1= Hulman-F*-3k-1-57 -d6h ab L=
=L Mulkndn-F-CE-127 2-36h 36 2275 33.03
-1 Pulmiin-F-3R-17R7-3Rh SR M TA

Tabla 9

Mo, de ID de muestra Tiempo Conec. Conc. Mromedio

rmueslia (Formmulacian 1) (i al (py'rnl) ipusml)
’ Fultmdn-1513-P-edogig-1 353 1] J.00
2 Mulrndn-G13-Medosis-1 354 1] 100 0.1
K Fulimfin-r313-P-einsis-1 5365 Il ann
L] Hulman-F2-7-1-45-2h J ol 15
i Pulmdn-M2-G7-1_60-2h 2 ] v
3] Pultman-F2-137- 127 8-2h 2 b7.75
v Pulrman F2 GE 1258 4h L ¢
i Pulrmin-F2-G5-126" -4h i 1v [ 1914
] Pulmdn-F2-158-1264-1h ! a7 55
10 Mulndn-F2-C8-12£5-8h g 3205
11 FPulmiin-F2-38-1=A10-Fh ] LR 45 a7
1.4 Hulman-F2-GY-1-4 7 3h 5] A4
11 Pulmdn-M2-G10-1240-12h 12 2070
14 Pulmén-F2-z10-1355-12h 12 18.70 18 B0
j[= Pulrman F2 GTO 1363 10k 12 1626
16 Pulrmin-F2-G11-15342-24h 21 2r 8l
7 Pulman-F2-511-1340-2¢ h 21 KL= 3l b5
18 Mulrndn-F2-C11-1365-24 b 24 2260
19 Fulmin-F2-312-1349-53R h SR MR
Al Hulman-F2-G12-T4k2-3b h ab ERE= ERR T
21 Pulmdn-M2-G12-1047-J6h A0 2100
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Tabla 10
Hu, de D de muesia Tiempu Curnie. Cunc. Promediu
muestra (Farmmulacian ) [hora) [pg/mL} [pg-mL}
1 Dazc-G"2-Predosis-1J0C C 0.0
2 Bazc-15" 3-Predogis- 1354 C 0.20 0.oc
] DOazc-G"2-Predosis-1J0E L 0.0
1 Bazc-Fl-571-1270-Zh 2 175 EC
o Dazcl1-51-1242-%h = =906 219 EC
=} Bazc-Fl-51-1273-Zh 2 184 BC
ki Bazc-F1-52-12E0-4h 4 A11EC
g Bazc-F1-52-127£-4h 4 1820 38657
a Bazc-F1-52-1Z7G-4h 4 43110
10 Fiazr-F1-553-17%1-Fh F 40974
11 Bazc F1 53 171 Eh [ [ L0047
12 Fiazr-F1-55-17F3-Fh F 415 48
13 Bazc F1 54 1252 12h "2 4340
14 Fier -F1-52-1747-17h o sl For N
1& bBazc F1 5L 124 1h e L% N
16 BueL-F1-35-1253-2Lh 2 2210
1¢ bBazc-F1-55-12EY-14h Al kALl ol
10 Dazcl1-30-1270-2Lh 2 2900
= Bazc-Fl-5B-12E7-26h 36 =27 80
20 Dazc1-56-1272-T6h J6 —£1.C 22T
2 EBazc-Fl-5b-1ZE7-Z6h 36 =87 .4C
Tabla 11
No. de ID de muestra Tiempo Conc. Conc. Promedio
muesira {Formulacian ) {hora) {pg/mL) {py/mL})
1 Baro-G13-Predosis-1356 0 0.0o
2 Bazo-G13-Predosis-1354 I 0.00 0.oa
3 Bazo-G13-Fredosis-1366b 0 0.oo
4 Baro-F2-G7-1345-2h 2 197 .70
5 Bazo-F2-37-1360-2h 2 240,50 217.10
b Baro-FAG7-1375-2h 2 21270
7 Baro-F2-G3-1355-4h 4 27360
5 Bazro-F2AGE-1361-4h 4 198.80 254.30
) Baro-F2A-GE-1364-4h 4 29050
10 Bazo-F2-39-1346-8h ] 105.40
11 Bazro-F2-G5-1350-8h 5 36290 203.73
12 Baro-F2-G3-1341-8h 8 14280
13 Bazo-FAGI0-1348-12h 12 131.10
14 Baro-FAGT10-1355-12h 12 236.90 214.00
15 Bazo-F2-G10-1363-12h 12 27400
16 Baro-FAGI1-1342. 240 24 117 50
17 Baro-F2G11-1340-24k 24 303.10 256.20
= Bazo-F2-G11-1365-24h 24 345,00
14 Baro-FAG12-1349-360 3B 22500
20 Baro-F2-G12-1362-36h 3B 326.80 209 87
2 Bazo-FAG12-1343-36h 3B 7780
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Tabla 12
No. de ID de muestra Tiempo Conc. Conc. Promedio
n tra (Formulacidn Iy thora) {pg/mL} {pgfmL)
1 Péncreas-G13-Predosis-1356 0 0.00
2 Pancreas-G13-Predosis-1354 1] 0.00 0.00
3 Pancreas-G13-Predosis-1366 0 0.00
4 Pancreas-F1-G1-15370-2h 2 8.00
5 Pancreas-F1-G1-1344-2h 2 475 647
2 Péncreas-F1-G1-1373-2h 2 665
7 Fancreag-F1-G2-1360-4h 4 0.00
8 Pancreas-F1-G2-1374-4h 4 0.00 0.oa
3 Pancreas-F1-G2-15376-4h 4 0.00
10 Pancreas-F1-53-1351-8h 8 1.76
11 Péncreas-F1-G3-1371-8h 8 005 0B
12 FPéancreag-F1-G3-1359-8h g 0.25
13 Pancreas-F1-G4-1352-12h 12 010
14 Péncreas-F1-G4-1347-12h 12 0.00 ooz
15 Pancreas-F1-G4-1377-12h 12 0.00
16 Pancreas-F1-G5-1353-24h 24 0.00
17 FPéancreag-F1-G5-1350-24h 24 055 orr
18 Pancreas-F1-G5-1378-24h 24 1.65
19 Péncreas-F1-G6-1357-36h 36 0.00
20 Fancreas-F1-56-137 2-36h Jh 1.45 0.45
21 Pancreas-F1-GB6-1367-36h S 0.00
Tabla 13
No. de ID de muestra Tiempo Conc. Conc. Promedio
muestra (Formulacidn 1) (hora) {pg/mL) (pg/mL)
1 Péncreas-513-Predosis- 1356 0 0.00
2 Pancreas-G13-Predosis-1354 a 0.00 0.00
3 Pancreas- 513-Predosis- 1366 0 0.00
4 Fancreas-F2-57-1345-2h 2 B.78
3 Pancreas-F2-G7-1368-2h 2 3.00 478
G Pancreas-F2-G7-1375-2h 2 4.60
7 Pancreas-F2-55-1358-4h 4 1.25
8 Pancreas-F2-G8-1351-4h 4 1.75 208
9 Pancreas-F2-58-1364-4h 4 595
10 Pancreas-F2-G9-1346-8h g 0.60
11 Pancreas-F2-39-1350-5h i} 378 1.45
12 Pancreas-F2-59-1341-8h 8 0.00
13 Pancreas-F2-G10-1343-12h 12 0.00
14 Péancreas-F2-G10-1355-12h 12 0.00 0.33
15 Pancreas-F2-510-1363-12h 12 265
15 Pancreas-F2-G11-1342-24h 24 718
17 Pancreas-F2-G11-1340-24k 24 315 3.43
18 Péncreas-F2-G11-1365-24h 24 0.00
19 Fancreas-F2-312-1349-36h 35 0.00
20 Pancreas-F2-512-1362-35h 36 035 0.12
21 Pancreas-F2-G12-1343-36h 36 0.00
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Tabla 14
Hn. dr I dr mupstra Tirmpn Coanee Promedin
muestra (Formulacidn |y (hora) (pyg de 1ejido)
1 Cerehrn-GT3-Frednzis-135R
2 Cuerebro-G13-Fredusis-1354 ] n.ao
3 Corabro-G13-Fradoziz-13EG ]
4 Lerebro-F1-Grapo 4-12h 12 1.45
= Cerebro-F1-Grapo 5-24h 2 8.65
6 Cergbro-M-Grapo G-J6h 16 &40
Tabla 15
No. de ID de muestra Tlempa Conc. Promed|o
MUCSira (Formulacian 1) [hora) [P’y do 1ejide)
1 Cerram-CT3-Frednsis-T35R [}
z Cermgamn-C13-Predosis-1354 C 0.00
z Corearo G13 Prodosis 136G C
F| Crream-FA-Cripn 17-"2h 17 TS
Cerearo-l2-Crupo 11-24h 24 2490
F Crrram-F2-Crupn 17%--3kh SR A 40N

Los resultados de este estudio demuestran una mayor acumulacién de coenzima Q10 en el higado y el bazo de formulacién
1, que no comprenden poloxamero, en comparaciéon con la formulacion 2, que comprende poloxamero. Estos resultados
indican una mayor depuracion de la coenzima Q10 de la sangre por el higado y el bazo en ausencia de poloxamero y menos
depuracion de la coenzima Q10 de la sangre por estos 6rganos en presencia de Poloxamero, y son consistentes con el
papel de Poloxamero en las formulaciones de la coenzima Q10 como un reductor de opsonizacién.

Ejemplo 12 - Efecto de la Formulacién IV de CoQ10 sobre el Cancer de Higado: La habilidad de una formulacién de
coenzima Q10 de la presente invenciéon para inhibir la proliferacién de células de tumor hepatico fue examinada en un
modelo animal. Veinticuatro ratas Fischer 344 fueron inyectadas por via intraperitoneal con el clon de higado de un cloroma
maligno. Las ratas fueron asignadas al azar, a continuacion, en grupos de 6 ratas cada uno. El Grupo 1 sirvi6 como un
control, tratado con 0.5 mL de solucién salina amortiguada con fosfato los lunes, miércoles y viernes durante tres (3)
semanas. El Grupo Il recibié un nano dispersion estéril mediante inyeccion IP de 20 mg de coenzima Q10. Esta formulacion
contenia, por peso, 4% coenzima Q10, 3% DMPC y 1.5% Poloxamero 188 en PBS. La formulaciéon fue administrada por
inyeccion IP en un volumen de 0.5 mL los lunes, miércoles y viernes durante tres (3) semanas. El Grupo lll recibié una vez
35 mg/kg de ciclofosfamida. El Grupo IV recibié 20 mg de la formulacién de CoQ10 4:3:1.5 en 0.5 mL los lunes, miércoles y
viernes durante tres (3) semanas. Ademas, una vez recibieron 35 mg/kg de ciclofosfamida.

Todos los animales del grupo control murieron por metastasis hepatica por post-trasplante el dia 20. En el grupo tratado con
la formulacion de nanodispersion de CoQ10 IV 4:3:1.5 estéril (grupo Il), 50% de las ratas sobrevivieron y se mantuvieron
libres de enfermedad. El otro 50% sobrevivié 38 dias o0 mas. En el grupo tratado con quimioterapia sola (Grupo lll), 1 rata
permmanecio libre de enfermedad mientras que las otras tres ratas sobrevivieron hasta el dia 34 y hasta ahora. En el grupo
que recibié la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 y la quimioterapia (Grupo IV), 5 de 6 ratas permanecieron libres de
enfermedad y una sobrevivio hasta el dia 38.

La formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 demostré un mejor perfil de seguridad. No se observaron efectos secundarios en los
animales que recibieron CoQ10, segun lo evidenciado por el incremento de peso y comportamiento. La formulacion IV de
CoQ10 4:3:1.5 sola, mostré eficacia mas significativa como un agente unico, que la quimioterapia sola. Por otra parte, donde
se utilizé la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 en combinacion con la quimioterapia, el efecto sobre la supervivencia fue
sinérgico, cediendo al 83% de supervivencia. La Figura 35 muestra estos resultados.

En conclusion, la formulacién de CoQ10 demostré mayor seguridad por encima de la quimioterapia, importante actividad
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terapéutica en el tratamiento de cancer de higado, que fue mas eficaz que la quimioterapia sola, y ha demostrado actividad
terapéutica sinérgica con quimioterapia en el tratamiento de cancer de higado.

Ejemplo 13 - Eficacia de la Dosificacién Diaria de la Formulacion IV de CoQ10 en Tumores de Higado: Un grupo (n =
30/grupo) de ratas Fischer 344 de siete dias de edad fueron inyectadas por via intraperitoneal con el clon de higado de un
cloroma maligno. Comenzando 6 horas mas tarde, los animales fueron dosificados diariamente a través de la inyeccion
intraperitoneal durante 20 dias como sigue: control de solucién salina, sin tratar, el control de vehiculo (DMPC y Poloxamero
188 en PBS), o la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5en 0.5, 2, 5, 10, 25 y 50 mg/kg/dia. La mortalidad fue la siguiente: 30/30
en los controles no tratados y salinos (por dia 29); 29/30 a 0.5 mg/kg/dia (por dia 29); 27 o 28/30 a 2 mg/kg/dia (por dia 44);
24/30 a 5 mg/kg/dia (por dia 55); 21/30 a 10 mg/kg/dia (por dia 46); 15/30 a 25 mg/kg/dia (por dia 46); y 13/30 a 50
mg/kg/dia (por dia 53). Ademas de un incremento de supervivencia relacionado con la dosis, la formulacion IV de CoQ10
4:3:1.5 ampli6 el dia en que comenz6 la mortalidad (es decir, aproximadamente dia 15 para los controles no tratados y con
solucién salina en comparacién con aproximadamente los dias 25, 38, 36, 40 y 45 en 2, 5, 10, 25 y 50 mg/kg/dosis,
respectivamente) y disminuyo la pendiente de la curva de mortalidad.

Ejemplo 14 - Efecto de Formulacién IV de CoQ10 en Tumores de Pulmén: La capacidad de una formulaciéon de
Coenzima Q10 de la invencion para inhibir la proliferacion de células tumorales de pulmon fue examinada en un modelo
animal. Veinticuatro ratas Fischer 344 fueron inyectadas por via intraperitoneal con el clon de pulmén de un cloroma
maligno. Las ratas fueron asignadas al azar, a continuacion, en grupos de 6 ratas cada uno. El Grupo 1 sirvi6 como un
control, tratado con 0.5 mL de solucién salina amortiguada con fosfato (PBS) los lunes, miércoles y viernes durante tres (3)
semanas. El Grupo Il recibié 20 mg de la formulacion IV de CoQ10 de 4:3:1.5, que contenia en una nano dispersion estéril a
una concentracion de 40 mg/mL de coenzima Q10 en la formulaciéon de 4:3:1.5. La formulaciéon fue administrada por
inyeccion IP en un volumen de 0.5 mL los lunes, miércoles y viernes durante tres (3) semanas. El Grupo Il recibié 35 mg/kg
de ciclofosfamida por inyeccién IP una vez. El Grupo IV recibié 20 mg de la formulacion 1V de CoQ10 4:3:1.5, a través de la
misma formulacién utilizada para el grupo Il y se inyecto IP en un volumen de 0.5 mL los lunes, miércoles y viernes durante
tres (3) semanas y, ademas, recibié una vez 35 mg/kg de ciclofosfamida.

Todos los animales en el grupo de control murieron debido a metastasis pulmonar por post-trasplante el dia 21. En el grupo
tratado con la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 (grupo Il), 50% de las ratas sobrevivieron y permanecieron libres de la
enfermedad. El otro 50% sobrevivié 40 dias o mas. En el grupo tratado con quimioterapia sola (grupo lll), 1 rata permanecio
libre de la enfermedad mientras que 4 ratas sobrevivieron hasta el dia 35. Un animal murié dentro del intervalo de control y
por lo tanto se considerd un no respondedor. En el grupo que recibi6 el tratamiento de combinacion de la formulacion IV de
CoQ104:3:1.5 y quimioterapia, 6 de 6 ratas permanecieron libres de la enfermedad.

La formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 demostré un mejor perfil de seguridad. No se observaron efectos secundarios en los
animales que recibieron CoQ10 segun lo evidenciado por el incremento de peso y comportamiento. La formulacion IV de
CoQ10 4:3:1.5 solo mostro eficacia mayor y significativa como un Unico agente que la quimioterapia sola. Donde se utilizé la
formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 en combinacion con la quimioterapia, la actividad terapéutica fue sinegistica, produciendo
el 100% de supervivencia. La Figura 36 representa estos resultados.

En conclusion, la formulacion de CoQ10 4:3:1.5 demostré seguridad mejorada sobre la quimioterapia, actividad terapéutica
mayor y significativa en el tratamiento del cancer de pulmoén que la quimioterapia sola, y demostré actividad terapéutica
sinergistica con la quimioterapia en el tratamiento del cancer de pulmén.

Ejemplo 15 - Induccién de la Apoptosis en Células In Vitro por la Formulacién IV de CoQ10: Tres ensayos apoptoticos,
(1) velocidad de consumo de oxigeno (OCR), (2) ensayo de actividad de caspasa 3, y (3) andlisis Western blot para la
caspasa 3, se utilizaron para validar los efectos de la formulacién IV de CoQ10 sobre las células de cancer.

Para el ensayo de velocidad de consumo de oxigeno, las velocidades de consumo de oxigeno en las lineas celulares se
determinaron utilizando el aparato Seahorse. La actividad de la caspasa 3 se determind usando un método colorimétrico
utilizando un kit comercialmente disponible de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El incremento en la expresién de
caspasa 3 como una medida de la apoptosis se determiné por analisis Western Blot usando un anticuerpo especifico para la
deteccion de la proteina caspasa 3.

Los efectos de dos formulaciones IV de CoQ10 fueron examinados utilizando OCR como una lectura. La primera
formulacién (sin poloxamero) incluyd 4% de CoQ10; 3% de DMPC; y 93% de agua. La segunda formulacion (con
poloxamero) incluyé 4% de CoQ10; 3% de DMPC; 1.5% de poloxamero P188; y 91.5% de agua. Los efectos de las dos
formulaciones en OCR se evaluaron 6 horas después del inicio del tratamiento contra un control no tratado “medio
solamente” para cada linea celular. Una concentracién final de 50 yM y de 100 uyM de CoQ10 se utilizé6 para ambas
formulaciones.
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Como se representa en las Figuras 25-28, los resultados de este estudio demuestran que las lineas celulares altamente
cancerigenas o metastasicas son particularmente sensibles al tratamiento con formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5. La mayoria
de las lineas celulares de cancer probaron tener valores de OCR que fueron sensibles al tratamiento con formulacién IV de
CoQ10 4:3:1.5. La formulacién IV de CoQ10 redujo la OCR en las células HepG2 (50 y 100 uM), células MCF-7 (100 uM),
células PC-3 (50 y 100 uM), células PaCa2 (50 y 100 uM). La linea celular no metastasica LnCap y las lineas celulares
normales tales como HDFa no fueron sensibles a las formulaciones IV de CoQ10.

Los niveles de caspasa 3 se determinaron en varias lineas celulares después del tratamiento con las mismas dos
formulaciones IV de CoQ10 utilizadas anteriormente (la primera formulacion incluyé 4% de CoQ10; 3% de DMPC; y 93% de
agua, y la segunda formulacion incluyé 4% de CoQ10; 3% de DMPC; 1.5% de poloxamero P188; y 91.5% de agua).
Especificamente, las células PC-3, HepG2, MCF-7, HDFa y MIAPACAZ2 fueron tratadas con la formulacion IV de CoQ10 y
recolectadas después de 24 horas de tratamiento. Las pelotillas de células enteras de estas células fueron usadas para
analisis Western Blot. Los voliumenes de muestra equivalentes a 10 ug de proteina se prepararon con agua y Tinte de Carga
Lamelli (LDS) y se corrieron en un gel de Bis-Tris Novel NUPAGE al 4-12% en dos geles de 10 lineas (15 pL cargados por
linea) tal como se detalla a continuacion.

Para el gel 1 (Figuras 29 y 30), la linea 1 contiene una muestra de las células MCF-7 tratadas con medio solamente, la linea
2 contiene una muestra de las células MCF-7 tratadas con la formulacion de CoQ10 sin poloxamero, la linea 3 contiene la
muestra de las células MCF-7 tratadas con la formulacion de CoQ10 que comprende poloxamero, la linea 4 contiene la
muestra de las células HDFa tratadas con medio solamente, la linea 5 contiene la muestra de las células HDFa tratadas con
la formulaciéon de CoQ10 sin poloxamero, la linea 6 contiene la muestra de las células HDFa tratadas con la formulacién de
CoQ10 que comprende poloxamero, la linea 7 contiene la muestra de las células Paca2 tratadas con medio solamente, la
linea 8 contiene la muestra de las células Paca2 tratadas con la formulacién de CoQ10 sin poloxamero, la linea 9 contiene la
muestra de las células Paca2 tratadas con la formulacion de CoQ10 que comprende poloxamero, y la linea 10 contiene un
marcador de tamafo de proteina estandar.

Para el gel 2 (Figuras 31 y 32), la linea 1 contiene un marcador de proteina, la linea 2 contiene una muestra de células PC3
tratadas con medio solamente, la linea 3 contiene una muestra de células PC3 tratadas con la formulacién de CoQ10 sin
poloxamero, la linea 4 contiene la muestra de las células PC3 tratadas con la formulacion de CoQ10 que comprende
poloxamero, la linea 5 contiene la muestra de las células HepG2 tratadas con medio solamente, la linea 6 contiene la
muestra de células HepG2 tratadas con la formulacion de CoQ10 sin poloxamero, la linea 7 contiene la muestra de células
HepG2 tratadas con la formulacién de CoQ10 que comprende poloxamero, la linea 8 es solucion testigo y las lineas 9 y 10
ambas contienen marcadores de tamafio de proteina.

Los geles se corrieron por 50 minutos usando 1X amortiguador MOPS usando un sistema NOVEX Xcell Surelock con el
voltaje a 200 V. Los geles luego se transfirieron por 1 hora utilizando un protocolo de transferencia himedo NOVEX Xcell
Surelock a un voltaje de 35 V. Las manchas se tifieron durante 5 horas con Simply Blue Safestain de Invitrogen (LC6065).

Se realizé un analisis Western Blot para determinar el nivel de la caspasa 3 y Beta actina en las muestras anteriores. Para la
deteccion de la caspasa 3, después de la transferencia, cada mancha se colocé entre 2 papeles filtro Whatman y se seco
durante 15-20 minutos. Las manchas se activaron con metanol durante 5 segundos, se lavaron con agua durante 5 minutos
y TBST durante 15 minutos. Las manchas se bloquearon por 1 hora con reactivo de bloqueo al 5% en TBS-T a temperatura
ambiente y luego se lavaron 3 veces con TBS-T (1X 15'; 2X 5' cada uno) y se sondearon con el anticuerpo primario para la
caspasa 3 (Santacruz sc7272) en BSA al 5% (a diluciones 1:200) por incubacion durante la noche a 4°C con agitacion.

Después de la incubacion durante la noche con el anticuerpo primario para caspasa 3, las manchas se lavaron tres veces
con TBS-T (1X 15'; 2X 5' cada uno) y se sondearon con el anticuerpo secundario (antiraton; dilucion de 1:10,000) durante 1
hora mientras se agita a temperatura ambiente. Las manchas se lavaron tres veces con TBS-T (1X 15'; 2X 5' cada uno), se
incubaron con reactivo ECF durante 5 minutos y después cada mancha se escane6 con escaner de laser Fuji 5100 a
resolucion de 25 uM, 16 bits, laser verde, a 400V y a 500 V.

Para detectar la actina en las muestras, las manchas de caspasa 3 fueron extaidas por incubacion durante 30 minutos con
metanol, seguido por dos lavados de 10 minutos con TBS-T, luego de 30 minutos de incubacidon con amortiguador de
extraccion a 50°C, y seguido por dos lavados con 100 mL o mas de TBS-T durante 30 minutos cada uno. Las manchas
fueron escaneadas en un escaner de laser para confirmar la extraccion completa. Las manchas se activaron con metanol
durante 5 segundos, se lavaron con agua durante 5 minutos, y TBST durante 15 minutos. Las manchas se bloquearon
durante 1 hora con reactivo de bloqueo al 5% en TBS-T a temperatura ambiente y luego se lavaron 3 veces con TBS-T (1X
15'; 2X &' cada uno) y se sondearon con el anticuerpo para actina en 5% BSA (Sigma # A5316 clon AC 74) a diluciones de
1:5000) durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario para actina, las membranas se lavaron tres veces con TBS-T (1 X-15";
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2X 5' cada uno) y se sondearon con el anticuerpo secundario (antiratén; dilucién de 1:10,000) durante 1 hora mientras se
agitd a temperatura ambiente. Las manchas se lavaron 3 veces con TBS-T (1X-15'; 2X 5' cada uno), se incubaron con
reactivo ECF durante 5 minutos y luego cada mancha se escaneé con escaner de laser Fuji 5100 a resolucion de 25 uM, 16
bits, laser verde, a 400V y a 500V.

Los analisis Western blots finales para el gel 1 se muestran en la Figura 29 (caspasa 3) y Figura 26 (actina) y para el gel 2
se muestran en la Figura 31 (caspasa 3) y Figura 32 (actina). Los niveles de la caspasa 3 fueron cuantificados,
normmalizados para actina y los datos resultantes se presentan en las Figuras 33-36.

Los resultados de este estudio muestran que se observo un incremento en los niveles de proteina caspasa 3 normalizada en
PC3 (Figura 33) y las células MiaPACA2 (Figura 34) se trataron con la formulacion de CoQ10 que comprende poloxamero
24 horas posterior al tratamiento. El nivel de proteina de caspasa 3 no normalizada en células HepG2 24 horas después del
tratamiento se representa en la Figura 35, ya que no se obtuvo la actina para estas muestras. El incremento de la banda
inferior de HepG2 es muy similar a aquel observado en las células PACA2 (Figura 34) y PC-3 (Figura 33) con la banda
superior. Sdlo la banda inferior se detecté en las células HDFa y la intensidad de esta banda disminuyo con el tratamiento
de CoQ10 (Figura 36), similar al patron visto con la banda superior en HepG2 (Figura 35). En resumen, se observd un
incremento en los niveles de la proteina caspasa 3 en al menos ambas células PACA2 y PC-3, y probablemente también en
células HepG2, después del tratamiento con CoQ10, indicando la induccidon de apoptosis en estas células. En células
nomales, no se observo inducciéon de apoptosis después de exposicion a la formulacién IV de CoQ10.

Ejemplo 16 - Efecto de la Formulacién IV de CoQ10 sobre la Linea Celular de Carcinoma Pancreatico: MiaPACA2,
una linea celular pancreatica se empled en ratones NSG. Los ratones se anestesiaron en un ambiente estéril donde se han
alojado. Una vez que los animales lograron una anestesia de plano quirtrgico, los ratones se establecieron, y el area
abdominal se palpd. El pancreas se ubica detras del estdbmago, entre el bazo, y el estbmago, que son érganos palpables.
Después, 10X1065 células se inyectaron en el pancreas manipulando suavemente al animal para alcanzar el area detras del
estdémago. Todos estos procedimientos se realizaron bajo condiciones estériles en un gabinete de bioseguridad, y los
animales se alojaron bajo estrictas condiciones estériles también para evitar infecciones oportunistas. Después de la
inyeccion de células, los animales se monitorearon estrechamente diariamente. Los animales luego se distribuyeron
aleatoriamente en 8 grupos que recibieron una dosis diferente de la formulacion IV de CoQ10. El grupo uno permaneci6 sin
tratamiento; el grupo 2 recibié solucion salina solamente; el grupo 3 recibié control de excipiente; el grupo 4 recibié 0.5
mg/kg de la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 como se describe en la presente invencion; el grupo 5 recibié 5 mg/kg de la
formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 como se describe en la presente invencion; el grupo 6 recibié 10 mg/kg de la formulacion
IV de CoQ10 4:3:1.5 como se describe en la presente invencidn; el grupo 7 recibié 25 mg/kg de la formulacién IV de CoQ10
4:3:1.5 descrita en la presente invencién y el grupo 8 recibié 50 mg/kg de la formulacion IV de CoQ10 4:3:1.5 como se
describe en la presente invencion. La formulacion se administré por via intravenosa a través de las venas de la cola con
dosificacién cada dos dias tres veces por semana por hasta 28 dias. El resumen de los resultados se representa en las
siguientes graficas (Figuras 49-56).

Todos los animales en los grupos de control no tratados y tratados con solucion salina se murieron el dia 21. Los animales
tratados con excipiente murieron el dia 36. Se observé un mejoramiento de mortalidad relacionado con la dosis después del
tratamiento con la formulacion IV de CoQ10. Las dosis de 0.5, 5 y 10 mg/kg/dosis produjeron mortalidad completa los dias
31, 41 y 56 respectivamente. A 25 y 50 mg/kg/dosis, no se observd mortalidad completa con 3y 11 animales supervivientes.
La supervivencia se incremento significativamente a 5 mg/kg/dosis y superior y la salud se mejord a estas dosis. Ademas, a
25 y 50 mg/kg/dosis, 3 y 4 de los animales supervivientes tuvieron tumores, respectivamente. La co-administracion de la
formulacion IV de CoQ10 a 50 mg/kg con doxorrubicina resulté en un mejoramiento significativo en la supervivencia (25 de
30 animales sobrevivieron a los 60 dias en comparacion con 0 de 30 supervivientes en el grupo de doxorrubicina), asi como
también el numero de animales libres de tumores (25/30 con formulacién IV de CoQ10).

Ejemplo 17 - Terapia de Combinacién Con la Formulacion IV de CoQ10 y Adyuvante de Quimioterapia: Doxorrubicina,
un potente quimioterapéutico, es letal cuando se administra por via intraperitoneal, por si solo, en roedores. La formulacién
IV de CoQ10 se administré6 en combinacion con doxorrubicina. Como se puede ver en las graficas presentadas en las
Figuras 45 y 46, cuando la doxorrubicina se administr6 en combinacion con la formulaciéon IV de CoQ10 4:3:1.5, la
supervivencia de roedores incrementd significativamente sobre la doxorrubicina cuando ésta se administro sola.

Como se puede ver en la Figura 58, la COQ10 IV no fue solamente aditiva, sino también protectora contra la toxicidad de
doxorrubicina. Las tasas de mortalidad fueron altamente estadisticamente significativamente bajas, con so6lo unas pocas
muertes comenzando el dia 41. Sin embargo, 25 de 30 animales permanecieron vivos y libres de cancer el dia 60, con seis
animales exhibiendo pequefios tumores en sesenta dias. Estos hallazgos demuestran que la formulacion de coenzima Q10
administrada ejercié un efecto adyuvante potente.

Ejemplo 18 - Efecto de CoQ10 en Cancer de Mama: En otro estudio in vitro, se evalud el efecto de CoQ10 (50 y 100 uM)
41



10

15

20

25

30

ES 2 664 793 T3

en varios miembros de la familia de Bcl-2 (bcl-2, bel-xl, bid, bad, bak, mcl-1, bim, y bax), p53, y caspasas 4, 8, 12 en dos
lineas celulares de cancer de mama, MCF-7 y Sk-BR3. La familia de la proteina Bcl-2 se ha implicado como el principal
factor contribuyente para conferir resistencia a la terapia del cancer. La CoQ10 sobre-regulé la expresion de la proteina de
los miembros pro-apoptéticos y miembros de la subfamilia BH3 (bid, bad, bax, bim y bak), disminuy6 significativamente los
niveles de los miembros anti-apoptéticos (bcl-xl, mcl-1 y bcl-2), e incrementd la apoptosis (medida por la activacion de la
caspasa 3, 6 y 9) restaurando el potencial apoptético en el cancer de mama sin presentar efectos adversos al tejido
mamario normal.

Ejemplo 19 - Absorcién/Farmacocinética de la Formulacion IV de CoQ10: La farmacocinética de la formulacién IV de
CoQ10 se determiné después de la administracion intravenosa de 100 mg/kg de una de dos formulaciones IV de CoQ10
(tablas 16-18). La formulacién 1 no contiene ningun poloxamero 188, pero la formulacion 2 contiene poloxamero 188. Hubo
18 ratones hembra en cada grupo de formulacion, y tres ratones se sacrificaron para el muestreo en 2, 4, 8, 12, 24 y 36
horas posterior a la dosis. No hubo diferencia evidente en los perfiles de plasma para las dos formulaciones. Se determiné
un valor de t12, de aproximadamente 38 h. No hubo concentraciones en plasma medibles de la formulacién IV de CoQ10 en
un grupo de tres ratones no tratados.

Se determinaron los parametros farmacocinéticos de la formulaciéon IV de CoQ10 en ratas Sprague Dawley en las
evaluaciones toxicocinéticas para dos estudios de toxicidad. Charles River Numero de Estudio 20000711 fue un estudio de
dosis creciente con una fase de tratamiento de 7 dias subsecuente. Para la evaluacién toxico cinética en la fase de dosis
creciente (tablas 18), los grupos de nueve ratas machos y nueve ratas hembras recibieron 100, 250, 750 y 1,000 mg/kg de
formulacion IV de CoQ10 como una inyeccion intravenosa de bolo Unico. Para la fase de dosis multiple (tabla 19), los grupos
de nueve machos y nueve hembras recibieron 250 o 500 mg/kg de formulacion IV de CoQ10 como inyecciones intravenosas
de bolo cada tres dias durante siete dias. Para la fase de dosis creciente y en el dia 7 de la fase de dosis multiple, se
recolectaron muestras de los subgrupos de tres machos y tres hembras pre-dosis, a 5 y 15 minutos, y a 1, 4, y 24 h. post-
dosis. Muchas de las concentraciones fueron superiores a 1 mg/mL para los animales que recibieron 100, 250 o 500 mg/kg,
y unas cuantas estan por encima de 10 mg/mL para los animales que recibieron 750 o 1,000 mg/kg, con muchas de las
muestras restantes estan por encima de 1 mg/mL. Los perfiles de plasma no fueron tipicos de la administracién intravenosa.
Aungue Cmax Y AUCo: generalmente incrementaron con la dosis, hubo excepciones, y no hubo dependencia de la dosis
lineal clara, la cual se espera con la administracion intravenosa. Los valores estimados de ti variaron de 0.8 a 10.0 h., y no
hubo dependencia evidente sobre el género o dosis.
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Farmacocinética Después de una Dosis Unica

Thicacion en CT0 md-Z2T
Estudio Mo. EBO03-014-125
Especie Raton Raton Raton
Génaro (MHIMGmMers de animalzs 18H 18H ZH
Candicidn de alimantacidn M ML 5y
WehiculoFormulacian Formulacidn 1, 2in - Farmulacidn 2, Sin tratamizrta
poloxEmero con poloxamero

MEtodo de Administracidn I I -
Diogiz (rmg ka) 100 100 -
Muestra (por g, 2angre entera, plasma, suera) Plazma Plazma Pla=ma
Analito 31310 kil 31310
Enzayo LS = LS s LCam=mis
Parémetros P

Co(pgimL) (estimacion aprox. para Cme) 4.035 22685 -

AUCE, (pgehrimL) (estimacidn aprox.) 3418 3.503 -

Cz (pefmL) 503 423 BLa

A UGz pehiriimL ) ga0 d1a -

tizihir) 351 valor no confighle -

Informacionadicional: El primer tiempo de muestrea fue 2 hr post-dosiz. Loz valores para Coy AUCo e basanen
=T5% retro-extrapolacion v e consideran estimaciones aprox. Solamente. Loz valores para Cz v AUCza: 38 basan en las
muestraztomadas de 2hr a 36 hr y no tienen componentes extrapalados.

Tabla 17

Famacocinética Después de una Dosis Unica (continuacion)

Farmacocinética Después de una

[Ricacion en C10 mE-Z2-2-2
Estudio Ma. (Repoarte Mo.) 20000711
Especie Rsta Rata Rata Rata Rata
Género (MH)Mo. de animales 90, 9H am, 9H am, 9H am, 9H am, 9H
Condicion de alimentacion Alimentada Alimentaca Alimentaca Alimentada Alimertada
WehiculoFormulacion Formulacian v Formulacid 1Y Formolacidn IV Formulacin v Formulacion 1Y
Método de Administraciin hdo IV halo 1Y halo 1Y halo I halo 1Y
Dosis (mekg) 100 250 750 750 1,000
Tipo de Muestra Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma
Analito 31510 31510 31510 Ha10 31510
Enzaya LS. LTS LTS LM ma LTS
Parametros PK
Crnane (-iTL) M 1933 1 661 9953 13.000 15267
H 1.007 41320 10.820 2470 15.800
T () ] 0.083 0.083 1 025 0.25
H 0.25 1 0.083 025 1
AUCo(pgehranl) M 3.098 2077 36850 57 246 29,788
H 3405 9747 79.541 49560 83812
tyz(hr) ] 19 - 240 100 0.506
H 0.940 - 2.35 340 272
Tabla 18

Dosis Unica (continuacion)

Ubicacion en CTD
Estudio Mo. (Reporte Mo.)
Especie

Geénera (MHIMNo. de animales

Condicién de slimentaciin
wehiculoFormulacian
Método de Sdministraciin
Drosis (moko)
Tipo de Muestra
Analto
Ensayo
Parémetros PK
Cmaz: (HgyimL)

Tma ()
ACo (pgehrimL)

tizihr)

ITEITEZTEZTE

mé-2-2-2
20000713
Petrg

TM, TH
Alimertaco
Formulzacidn v
halo 1Y
125
Plasma
3510
LCMSMS

2430
2380
025
025
1923
B.787
460
207

Petro

amM, 9H
Alimertado
Formulacidn v
halo 1Y

230

Plasma

3510
LCMSME
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Tabla 19

Famacocinética Después de Dosis Repetida (7 Dias o Menos)

Uhicacion en CTD md-2-2-2
Estudio Ma. 20000711
Ezpecie Rata Rata Perro Petrg
Género (MH)Mo. de animales 9 M, 9H am, 9H 2M 2H
Condicidn de slimentacion Alimertada Alimertada Alimentaco Alimertaco
WehiculoFormulacidn Formulacidn IV Formulacion v Formulacian v Formulzacidn v
Método de Administracion hala v bala v bl IV bala v
Dosis (mokg) 250 500 125 125
Duracion (dias) @D por 7 dias @D por 7 diss Dias 1,3,9,7 Diaz1,3,5
Tipo de Muestra Plasma Plasma Plastma Plasma
Enzaya LCMSMS LCMSIS LCASMS LCMSHAS
Parametros Pl Dia 7 Dia 7 Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 5
Crmase (HEIATL) M 4703 £.970 2225 2320
H 4533 .30 2355 2275
T (hi) ] 1 1 0.0583 0.25
H 0.25 0.25 0167 0167
AUCo (pgrhriml) M 11 906 43955 13139 12726
H 9 666 10837 13738 12757
taz(hir) M - 253 368 424
H 2.00 - 3.73 487
Informacion Adicional: La dosis para perros macho en el Dia 5 fue indeterminada. Todas las otras dosis soncomo se
sefislan.

En el segundo estudio de toxicidad en rata, Charles River Numero de Estudio 20000328, la CoQ10 se administr6 como
infusiones intravenosas cortas a la velocidad de 1.0 mL/min tres veces por semana durante cuatro semanas. Para la
evaluacion toxicocinética, tres grupos de nueve machos y nueve hembras recibieron 62.5, 125, y 250 mg/kg de formulacion
IV de CoQ10 (tabla 20). En los dias 1y 26, se recolectaron muestras de los subgrupos de tres machos y tres hembras, 5 y
15 minutos y a 1, 4, 24 y 48 h.s post-dosis. La exposicion sistémica pico a la formulaciéon IV de CoQ10, como se mide por
Cmax, ¥ la exposicion total, como se mide por AUCq.t, incrementd con la dosis incrementada. Los incrementos de Cyax fueron
cercanos a la linea con la dosis, y los incrementos de AUCq. fueron ligeramente mayores que la dosis proporcional. Entre el
dia 1 y dia 26, la Cnax ¥ AUCq. disminuyeron. Tnax Se presenté a 0.083 o 0.25 h., los primeros dos tiempos de muestreo.
Puede haber pequefios incrementos dependientes de la dosis en t12. No hubo diferencia de género evidente.

Tabla 20

Famacocinética Después de Dosis Repetida (4 Semanas)

Uhicacion en CTD md-2-2-2
Estudio Ma. 20000328
Ezpecia Rata Rata Rata
Género (MH)Mo. de animales 9 M, 9H am, 9H am, 9H
Condicidn de slimentacion Alimentacs Alimentaciz Alimentacs
WehiculoFormulacidn Formulacidn v Formulacidn v Formulacidn v
Método de Administracion Infusion corta v Infusion corta It Infusion corta v
Dosis (moko) E2.5 125 250
Duracion {dias) 3 veces ala zemana 3 veces ala zemana 3 veces ala zemana
por 4 semanas por 4 semanas por 4 semanas
Tipo de Muestra Plasma Plasma Plasma
Enzaya LCMSMS LCMSMS LCMSMS
Parametros Pl Dia 1 Diz 20 Dia 1 Diz 26 Dia 1 Diz 26
Crmase (HEIATL) M 1 663 1.052 3197 2 G600 6397 4257
H 1.670 831 2570 2.400 6.500 4187
T (hi) 1l 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
H 0.083 0.083 0.083 0.25 0.083 0.083
AUCg (pg=hriml) M 3.004 1542 6566 5037 16.550 86873
H 2682 1.747 sA07 3858 15.521 §.365
tiz(hr) 1 0.506 0535 1189 113 1.96 1.34
H 0.713 0.791 1.01 0.954 1.63 1.62

Se determinaron los parametros farmacocinéticos para la formulacién IV de CoQ10 en perros beagle en las evaluaciones
toxicocinéticas para dos estudios de toxicidad. Charles River Numero de Estudio 20000713 fue un estudio de dosis creciente
con una fase de tratamiento de 5 a 7 dias subsecuente. En la fase de dosis creciente del estudio (tablas 16-18), un grupo de
dos perros machos y dos perros hembras recibié 250 mg/kg de formulacién IV de CoQ10, como una inyeccion intravenosa
de bolo unico. En la fase de dosis multiple del estudio (tabla 19), un grupo de dos perros machos y dos perros hembra
recibié 125 mg/kg de formulacion IV de CoQ10 en los dias 1, 3 y 5 como inyecciones intravenosas de bolo. Para los machos
en el dia 5, la cantidad de formulacion IV de CoQ10 fue indeterminada, y los machos se volvieron a dosificar el dia 7. Se
recolectaron muestras de plasma a 5y 15 minutos, y a 1, 4 y 24 h. post-dosis en el dia 1 de la fase de dosis creciente y en
los dias 1 y 5 (hembras) o 7 (machos) de la fase de dosificacién multiple. La exposicion, como se mide por Crax Y AUCo.24
fue aproximadamente dos veces tan alta para 250 mg/kg como para 125 mg/kg. Hubo una vida media posiblemente mas
larga para 250 mg/kg (5.94 a 8.16 h.) que para 125 mg/kg (2.07 a 4.87 h.). Durante la dosificaciéon en dias alternos, los
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parametros fueron similares para 1 dia y dia 7 para los machos y para el dia 1 y dia 5 para las hembras. No hubo
diferencias de género consistentes para cualquiera de los parametros farmacocinéticos.

En el segundo estudio de toxicidad en perro, Charles River Numero de Estudio 20000334, la formulacion IV de CoQ10 se
administré como infusiones intravenosas cortas a una velocidad de 5.0 mL/min tres veces por semana durante cuatro
semanas. Cuatro grupos de cinco perros macho y cinco perros hembra recibieron vehiculo, 31.25, 62,5 o 125 mg/kg de
formulacion IV de CoQ10 (tabla 20). Se recolectaron muestras de plasma pre-dosis, a 5, 15y 30 minutos, ya 1,2, 4,8y 24
h. post-dosis en los dias 1 y 26. La Cmax, AUCo+ Y AUCo.. incrementaron con la dosis para ambos sexos en ambos dias de
muestreo. Los incrementos de Cmax fueron mayores que proporcionales a la dosis en el dia 1, pero cercanos a la dosis
proporcional en el dia 26. Los incrementos de AUC,.: fueron mayores que proporcional a la dosis en el dia 1 y dia 26, sin
embargo, la magnitud de la no linealidad fue menor en el dia 26. Entre el dia 1 y dia 26, hubo cambios leves o pequefios en
la Cmax media y AUC,.: para los grupos de baja y media dosis indicando un pequefio cambio en la exposicion para los dos
grupos de dosis inferior. Para el grupo de dosis alta, disminuye tanto en la Crmax media como AUCy entre el dia 1 y dia 26.
Con la excepcién de una hembra de dosis altaa con un valor de Tmax de 0.5 h., todos los otros valores de Tmax S€
presentaron en el primer o segundo tiempo de muestreo. Para los grupos de baja y media dosis en ambos dias y animales
de dosis alta en el dia 26, los valores de ty» medio variaron de 1.91 a 3.62 h.. Para machos y hembras de dosis alta en el
dia 1, los valores de ti» medio fueron 3.92 y 4.14 h., respectivamente. No hubo diferencia de género evidente para
cualquiera de los parametros farmacocinéticos.

Se realizé un estudio de toxicidad de cuatro semanas sin GLP usando macacos machos sub-adultos (The Mannheimer
Foundation Study 2010-01). Los grupos de cuatro macacos recibieron vehiculo, 31.25, 62.5, o 125 mg/kg de CoQ10 por
inyeccion intravenosa tres veces cada semana por cuatro semanas. Se recolectaron muestras de plasma para analisis
toxicocinético pre-dose, y a 0.25, 1, 6, 24 y 48 h. post-dosis en el primer dia de la dosificacion. Se recolectaron muestras de
pre-dosis, pero no post-dosis en los dias 7, 14, 21 y 29. Los resultados preliminares muestran que la Cnax Yy AUCo
incrementaron con el incremento de la dosis. Los incrementos para Cnax fueron ligeramente mayores que la dosis
directamente proporcional. Los incrementos para AUC,.. aparentemente fueron sustancialmente mayores que la dosis
directamente proporcional, pero la no linealidad puede ser, en parte, un reflejo del programa de muestreo. Tmax Se presento
en el primer tiempo de muestreo, 0.25 h., excepto para un animal con Tmax @ 1 h. Debido a la falta de tiempos muestreo
entre 6 y 24 h., no se podrian sacar firmes conclusiones para t1/.

Los estudios de toxicidad de cuatro semanas en ratas, perros y macacos mostraron incrementos en la Cmax y AUCo+ con la
dosis. Se observo no linealidad para algunos incrementos, pero se observo linealidad para otros. Los estudios en rata y
perro, los cuales incluyeron animales de ambos sexos, no revelaron alguna diferencia de género evidente en la
farmacocinética.

Se recolectaron muestras de higado, pulmones, bazo, pancreas y cerebro de ratones después de una administracién unica
de 100 mg/kg de CoQ10 en la formulacion 1 o 2 (tablas 21-23). Las muestras de higado, pulmones, bazo y pancreas se
recolectaron a 2, 4, 8, 12, 24 y 36 h. post-dosis. Las muestras de cerebro se recolectaron a 12, 24 y 36 h. post-dosis.
También se recolectaron muestras de todos los tejidos de ratones que no fueron tratados. Ninguna de las muestras de los
ratones no tratados tuvo algunas concentraciones de CoQ10 medibles. Los resultados de las muestras post-dosis fueron
similares para la formulacién 1 y la formulacion 2. Los resultados para los tejidos indicaron que hubo alta absorcién de la
formulacion IV de CoQ10 por el higado y el bazo, absorcion intermedia por los pulmones, y muy poca absorciéon por el
pancreas. Los datos muy limitados para cerebro indicaron posibles niveles en cerebro similares a las concentraciones en
plasma, al menos de 12 a 36 h.
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Tabla 21

Famacocinética: Distribucion en Organos

Uhicacion en CTD md-2-2-2
Estudio Ma. EB05-014-12a
E=zpecie; Ratdn
Género (MHIMNo. de animales: 18 H por Grupo de Formulacion
Condicidn de slimentacidn: [
wehiculo/Formulacion: Formulacion 1 sin poloxamero; Formulacion 2 con poloxamero
Método de Administracidn: I
Dosis (mokg): 100
Analito: 31510
Ensayo: LCMSMS
Concentracion en el Tejido (pgig) 2hr 4 hr & hr 12 hr 24 hr 36 hr
Higado Formulacian 1 273 387 421 320 307 294
Formulacion 2 178 233 213 206 205 168
Bazo Formulacian 1 220 387 455 424 328 323
Formulacion 2 T 254 204 214 256 210
Pulmones Formulacian 1 104 326 325 248 213 334
Formulacion 2 748 492 397 186 T 2348
Péncress Formulacian 1 047 ] ] ] ] ]
Formulacion 2 475 1.95 1.25 05583 343 o
Cerebro Formulacian 1 - - - 1.45 863 4.45
Formulacidn 2 - - - 8.35 3.80 540
Informacion Adicional: Los tejidos fueron recolectados de 3 ratones sintr atamiento, y no fue medible 31510 en los
tejidos.

Tabla 22
10 )
Famacocinética: Distribucidon en Organos (continuacion)

Uhicacion en CTD md-2-2-2
Estudio Ma. 200003525
Especie: Ratas
Género (MHIMo. de animale s 5 WS H por grupo de dosis
Condicidn de slimentacidn: Alimentadas
wehiculo/Formulacion: APl 31510 estéril para inyeccion
Método de Administracidn: I tres veces ala semana
Duracin 4 semanas
Analito: 510
Ensayo: LEMSMS
Dosis (mokg): u] E2.5 125 250
Concentracion en el Tejido (pgig) ~72hr ~72 hr ~72hr ~72hr
Higado Machos =50 1816 5.352 9.506
Hembras =0 24976 §.292 9.420
Pulmones Machos =25 347 162 495
Hembras =23 120 981 374
Péncress Machos =25 14.4 2041 7.2
Hembras =23 17.0 19.4 113
Cerebro Machos =23 =23 =23 106
Hemhras =25 =25 =25 =25
Hota: Para los valores medios listados como =25 poiy, todas las muestras en el grupo estuvieron por debajo del limite de
cuantificacion . Para ofros grupos con una o mas muestras por debajo del limite de cuantificacion, los valores de BLG
fueron establecidos a 0 pg/y para el caloulo de la media, resultando en algunos valores medios por debajo de 25 pgly.

15 Tabla 23

Famacocinética: Distribucion en Organos (continuacion)

Uhicacion en CTD md-2-2-2
Estudio Ma. 200003534
Especie: Perros
Género (MHIMo. de animale = 3 WIS H por grupo de dosis
Condicidn de slimentacidn: Alimentacos
wehiculo/Formulacion: APl 31510 estéril para inyeccion
Métoda de Administracian: I tres veces ala semana
Duracin 4 semanas
Analito: 510
Ensayo: LEMSMS
Dosis (mokg): u] .25 625 125
Concentracion en el Tejido (pgig) ~72hr ~72 hr ~72hr ~72hr
Higado Machos 438 543 2.403 6267
Hembras =50 1.024 2823 4780
Pulmones Machos =23 =25 13.0 521
Hembras =23 =25 1041 s
Péncress Machos =25 =25 =25 =25
Hembras =23 =23 =25 =23
Cerebro Machos =23 =23 =25 =23
Hemhras =25 =25 =25 =25
Hota: Para los valores medios listados como =25 o =50 pa/g, todas las muestras en el grupo estuvieron por debajo del
limite: ce cuantificacion. Para otros grupos conuna o més muestras por debajo del limite de cuantificacidn, los valores de
BL fueron establecidos a 0 pgig para el calculo de la media, resultando en algunos valor es medios por debajo de 25 0
a0 pogig.
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En Charles River Numero de Estudio 20000328, se recolectaron muestras de higado, pulmén, pancreas y cerebro de ratas a
aproximadamente 72 h. después del final de cuatro semanas de administracion intravenosa tres veces a la semana de 0,
62.5, 125 6 250 mg/kg/dosis de formulacion IV de CoQ10 (tablas 21-23). No hubo concentraciones medibles de formulacion
IV de CoQ10 en cualquiera de los tejidos del grupo de control. A 72 h. post-dosis, hubo altas concentraciones en el higado
que fueron aproximadamente linealmente dependientes de la dosis. Las concentraciones en el pulmén y pancreas fueron
menores que en el higado. Solamente dos de los machos de alta dosis tuvieron concentraciones medibles de formulacion 1V
de CoQ10 en el cerebro; todos los demas no tuvieron concentraciones medibles. No hubo diferencias de género evidentes
en las concentraciones en tejido.

En Charles River Numero de Estudio 20000334, se recolectaron muestras de higado, pulmén, pancreas y cerebro de perros
a aproximadamente 72 h. después del final de cuatro semanas de administracién intravenosa tres veces a la semana de 0,
31.25, 62.5 y 125 mg/kg/dosis de CoQ10 (tablas 21-23). No hubo concentraciones medibles de la formulacion IV de CoQ10
en las muestras de pulmodn, pancreas o cerebro del grupo de control. Dos machos en el grupo control tuvieron bajos niveles
de formulacion IV de CoQ10 en las muestras de higado, indicando bajos niveles de formulacion de IV de CoQ10 enddgena.
A 72 h. post-dosis, hubo altas concentraciones en las muestras de higado de los perros tratados con formulacion IV de
CoQ10. Las concentraciones medias fueron aproximadamente linealmente dependientes de la dosis. Las concentraciones
en el pulmén fueron menores del 1% de las concentraciones en el higado. Ninguna de las muestras de pancreas o cerebro
tuvo concentraciones medibles. No hubo diferencias de género evidentes en las concentraciones de tejido.

La Figura 47 muestra las concentraciones en higado medias de la formulacién IV de CoQ10 constra la dosis para ratas y
perros machos y hembras. Se muestra que las dependencias de dosis son similares para las ratas y perros, y no hay
diferencia de género evidente para cada especie.

Los estudios de toxicidad de cuatro semanas en ratas y perros mostraron incrementos en la Crmax Y AUCq con la dosis. Se
observo no linealidad para algunos incrementos, pero se observo linealidad para otros. Los estudios en rata y perro, que
incluyeron animales de ambos sexos, no revelaron ninguna diferencia de género evidente aparente en la farmacocinética.

Los resultados del estudio de distribucion en tejido en ratones indicaron que hubo una alta absorcion de la formulacion IV de
CoQ10 por el higado y el bazo, absorcion intermedia por los pulmones, y muy poca absorcion por el pancreas. Los datos
muy limitados para cerebro de ratén indicaron posibles niveles en el cerebro similares a las concentraciones en plasma, al
menos de 12 a 36 h. Los estudios publicados de distribucion en ratas y ratones son en general de acuerdo con los datos
limitados del estudio de la formulacién IV de CoQ10 en ratones.

Las muestras de necropsia tomadas 72 h. después de la Ultima dosis en un periodo de tratamiento de cuatro semanas
mostraron altas concentraciones de la formulacién IV de CoQ10 en el higado, menores concentraciones en el pulmén, baja
(ratas) o no medibles (perros) en el pancreas, y niveles no medibles en el cerebro de cualquier especie. La dependencia de
la dosis de las concentraciones en higado medias fue similar para ratas y perros. No hubo diferencia de género evidente en
las concentraciones de tejido.

Ejemplo 20 - Estudio de Toxicologia de Dosis Unica de la Formulacién IV de CoQ10 En Ratas: En estudios de
toxicidad de dosis Unica en ratas, ratas Sprague-Dawley (n = 3/sexo/grupo) recibieron inyecciones IV Unicas de la
formulacion de CoQ10 a través de la vena de la cola a 100, 250, 750 mg/kg (usando 45.9 mg/mL de formulacion), y 750 y
1000 mg/kg (usando 80 mg/mL de formulacién) (Namero de Estudio de Charles River 20000711; Tabla 24). Los animales se
observaron durante tres dias post-dias. Un grupo adicional (3/sexo) recibié el vehiculo solamente (3% de DMPC y 1.5% de
poloxamero 188). Un 9/sexo/grupo adicional se traté6 de manera similar y se utilizd para estudios toxicocinéticos. Los
parametros evaluados incluyeron mortalidad y reacciones al tratamiento, examenes detallados, peso corporal, consumo de
alimentos, hematologia y quimica clinica, patologia gruesa y pesos de 6rganos. La histopatologia se llevé a cabo en un
numero limitado de tejidos (corazén, rifidon, higado, pulmodn, pancreas, muestras de piel decolorada, nodulos linfaticos) de
animales en todos los grupos excepto 750 mg/kg (45.9 mg/mL). La toxicocinética se evalué después de cada dosis.
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Los animales tratados a 100 y 250 mg/kg (usando 45.9 mg/mL de formulacié) mostraron efectos relacionados con el articulo
de prueba no obvios después de la dosis Unica, y los datos de hematologia fueron generalmente nada destacable. Las dosis
de 750 y 1000 mg/kg, usando 80 mg/mL de formulacién, produjeron mortalidad (dos animales de cada sexo a 750 mg/kg y
dos hembras a 1000 mg/kg). Una hembra administrada con 750 mg/kg con los 45.9 mg/mL de formulacién también murié.
Estos animales parecian normales en el dia de la dosificacién, pero fueron hallados muertos o sacrificados moribundos al

dia siguiente.
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No hubo efectos consistentes en el peso corporal o consumo de alimento. Los datos de quimica clinica también fueron nada
destacables.

Los hallazgos de necropsia a 750 y 1000 mg/kg mostraron fluido en la cavidad toracica e higado decolorado; se observaron
nodulos linfaticos decolorados a 100 y 250 mg/kg. La evaluacion histopatoldgica de los animales tratados a 750 y 1000
mg/kg que murieron revelo fluido intratoracico, lesiones en el sitio de inyeccién y decoloracion de los tejidos. La deposicion
de fibrina en el glomérulo renal fue vista en los dos machos que murieron a 750 mg/kg, pero no en las dos hembras que
murieron a 1000 mg/kg. La deposicion de fibrina en el pulmén fue vista en animales que murieron a ambas dosis. La
necrosis hepatica fue vista en un animal que murié6 a 750 mg/kg. Los tejidos fueron generalmente normales entre los
supervivientes a estas dos dosis excepto para inflamacion vascular en el sitio de inyeccién. La evaluacion de los animales
tratados con vehiculo fue generalmente nada destacable excepto para cristales eosinofilicos en el rifién (una hembra),
hiperplasia epitelial alveolar en el pulmén (una hembra) y minima inflamacion del pancreas (una hembra). Estos cambios
son probablemente incidentales.

Ejemplo 21 - Estudio de Toxicologia de Dosis Unica de la Formulacién IV de CoQ10 En Perros: Perros Beagle (n=10
2/sexo) recibieron dosis Unicas de nano-suspension de CoQ10 estéril para inyeccion como una inyeccion IV de bolo lenta a
250 y 125 mg/kg (Charles River Laboratories Numero de Estudio 20000713; Tabla 24). Para evaluar el posible efecto del
vehiculo después de la toxicidad significativa observada, a 250 mg/kg (utilizando vehiculo que contiene 6% de DMPC y 3%
de Poloxédmero 188), grupos adicionales de perros se trataron con el vehiculo (6% de DMPC y 3% de Poloxamero), el
vehiculo “completo” (3% de DMPC y 1.5% de Poloxamero 188), o PBS/Poloxamero (una formulacién adecuada de DMPC
en PBS no podria ser preparada). La velocidad de inyeccion inicial para la dosis de 250 mg/kg y para el vehiculo fue 5.44
mL/kg, con base en una formulacién de concentracion de CoQ10 de 45.9 mg/mL. La velocidad de inyeccion para la dosis de
125 mg/kg fue 3.51 mL/kg, con base en una formulacidon de concentracion de CoQ10 de 356 mg/mL. Los parametros
evaluados incluyeron mortalidad y reacciones al tratamiento, examenes detallados, peso corporal, consumo de alimentos,
hematologia y bioquimica, patologia gruesa y pesos de érganos e histopatologia limitada (corazoén, rifidn, higado, pulmén,
pancreas, piel decolorada de los perros dosificados con 250 mg/kg, vehiculo y el vehiculo completo). La toxicocinética se
determinod después de cada dosis.

Los dos machos y las dos hembras dosificados con 250 mg/kg fueron moribundos sacrificados el dia 2 debido a signos
clinicos adversos significativos. Para evaluar el posible papel del vehiculo, el vehiculo se administré a otro grupo de 1/sexo.
Las respuestas observadas fueron las mismas, incluyendo la eutanasia moribunda, como se ve con los animales tratados a
250 mg/kg, sugiriendo que esta dosis de vehiculo fue responsable de algunos, si no todos los efectos sefialados. Esto se
confirmo cuando otro macho y otra hembra se dosificaron con el vehiculo completo a la misma velocidad de 5.44 mL/kg. La
administracion de PBS y Poloxamero 188 a otro perro macho y a otra hembra no les produjo tales efectos, sugiriendo que
DMPC en la formulacion del vehiculo con la mayor concentracion de excipientes fue el componente que causa los efectos.
En un quinto grupo de 1/sexo, la formulacion del farmaco se administré a 125 mg/kg usando un volumen de dosis reducido
de 3.51 mL/kg. Los efectos fueron limitados a emesis y heces blandas, pero los animales sobrevivieron.

Los efectos adversos en el peso corporal, consumo de alimentos, patologia clinica (hemodlisis), cambios de patologia gruesa
en los rifiones, tracto gastrointestinal, vesicula biliar, y vejiga urinaria, y cambios microscopicos consistentes con hemolisis
en los riflones e higado solo se observaron en los animales con administracion de 250 mg/kg, el vehiculo y el vehiculo
completo. No se observaron hallazgos en los perros administrados con PBS/Poloxamero 188 o 125 mg/kg.

Los datos toxicocinéticos mostraron incrementos de dosis proporcional en la Cnax Y AUC y vida media ligeramente
incrementada a 250 mg/kg/dosis que a 125 mg/kg/dosis.

Ejemplo 22 - Estudio de Toxicologia de Dosis Repetida de la Formulacién IV de CoQ10 En Ratas: En un estudio de
dosis repetida de una semana en ratas, dos grupos de 5 ratas/sexo recibieron 250 y 500 mg/kg cada 3 dias para un total de
tres dosis (Charles River Laboratories Numero de Estudio 20000711; Tabla 25). Los parametros evaluados incluyeron
mortalidad y reacciones al tratamiento, examenes detallados, peso corporal y patologia gruesa (en animales que murieron).
La histopatologia no se llevd a cabo en estos animales. La toxicocinética se evalué en el ultimo dia de tratamiento. No
fueron vistos signos clinicos adversos a 250 mg/kg/dosis. A 500 mg/kg/dosis, cuatro animales murieron o fueron sacrificados
en una condicidon moribunda: dos machos se encontraron muertos el dia 2, una hembra moribunda eutanasiada en el dia 3
(signos clinicos de hipotermia y disminucion de la actividad) y una hembra se encontré6 muerta en el dia 6. Los
sobrevivientes a 500 mg/kg/dosis no mostraron signos clinicos adversos. Los animales, en ambas dosis, generalmente,
mantuvieron (machos) o ganaron (hembras) peso corporal por el dia 4, y después experimentaron ligera pérdida de peso.
Los datos hematoldgicos indicaron reticulocitos incrementados y varios tipos de globulos blancos a 500 mg/kg/dia.
Policromasia ligera y/o anisocitosis fueron vistos entre algunos animales a ambas dosis. Al final del periodo de tratamiento
(tres dosis), se observaron valores incrementados para ALT, AST, GGT vy nitrégeno de urea entre los animales que
recibieron 500 mg/kg/dosis, asi como también disminuciones de proteina total, albumina y globulina. En la necropsia, se
observaron nédulos linfaticos decolorados, decoloracion de la capa subcutanea de la piel e higado palido, asi como lesiones
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en el sitio de inyeccion. En comparaciéon con los animales a 250 mg/kg/dosis, se observaron pesos disminuidos del timo,
epididimos, prostata, vesiculas seminales, ovarios y Utero, asi como también un incremento en los pesos del higado en las
hembras. La histopatologia no fue realizada.

Los datos toxicocinéticos mostraron que, en general, las concentraciones en plasma, los valores de Cmax Yy AUC: de CoQ10
incrementaron con el incremento de la dosis. Con base en estos resultados, 250 mg/kg/dosis fue seleccionada como la
dosis alta en el estudio definitivo.

Tabla 25

Toxicidad de Dosis Repetida

Eqedel Nikdo de [uadon de [loas Gerer NOLEL Halzgos Mobhles Nomero de
Cepa Ddmiriskad in la (matnddis Mo por (mphnddosis Esiiio
Hindo) losicad it Gupe
=S Bdo R feficdo =3 0, A0 1L 1] T Fandida de pesy; decdoragon ge | GG
LeeDansey aminsiEdo por los nédulos linBios y pisl
parodna or) LhuiEnea, higalo pido;

A0 Mordidal @M v 2H); pénlida de
pem inmmeniada; comame de
dimenks dismirido; demdones de
hemaklog@ y qumia dric;
decomdan de nddues linBics
piel sbadnea, hgalo pdido, pesas
de imo y Gmanos  reproducisos
dismiruidos, peso de hgaie

f al

Pema Bodo B debicda fol s 2% EMER 25 125 Ninguna ETTTE]
Beagle aminsiado por
pareinag orf)

W= Naha, H= Hemba, B= hyecdon inkakmosa.
'lods alminsrafas o3 dos d& duank So7 i
“los compore nles de wehimio indwen  DWPC (3L pAi) y Polocme o 132 (1 5% o) en PRS.

Ejemplo 23 - Estudio de Toxicologia de Dosis Repetida de 4 Semanas de la Formulacion IV de CoQ10 En Ratas:
Cuatro grupos de ratas Sprague Dawley adultas jovenes (n = 10/sexo/grupo) recibieron el vehiculo (PBS que contiene
Poloxamero 188 y DMPC) o el articulo de prueba a dosis de 0, 62.5, 125 y 250 mg/kg por inyeccion IV tres veces por
semana (Charles River Laboratories Numero de Estudio 20000328; Tabla 26). Unas 5 ratas/sexo adicionales fueron
incluidas en cada grupo y se mantuvieron después del tratamiento por un periodo de recuperacion de 2 semanas. Un lote
Unico (#0494-02-021) del articulo de prueba con una concentracion objetivo de 40 mg/mL de CoQ10 fue proporcionado para
su uso en el estudio. Las dosis de 62.5, 125 y 250 mg/kg se lograron usando volumenes de dosis de 1.56, 3.13, y 6.25
mL/kg, respectivamente. El vehiculo se administré al mismo volumen de dosis que el grupo de dosis alta. Adicionalmente,
tres grupos de 9 animales/sexo sirvieron como animales toxicocinéticos (TK) y recibieron el articulo de prueba de la misma
manera como los grupos de estudio principales. Los pardmetros evaluados incluyeron observaciones en el laboratorio,
observaciones clinicas, peso corporal, consumo de alimentos, oftalmologia, evaluaciones de patologia clinica (hematologia,
pruebas de coagulacion, quimica clinica y analisis de orina), patologia gruesa y pesos de érganos. La histopatologia se llevé
a cabo en todos los tejidos en los grupos de control y dosis alta de animales sacrificados al final del periodo de tratamiento,
y en la médula 6sea, rifion, higado, nddulos linfaticos mandibulares y mesentéricos y bazo de animales en los grupos de
dosis baja y media. El examen de los animales desde el sacrificio de recuperacion se limité a aquellos tejidos que muestran
lesiones gruesas, e incluyeron higado y nédulos linfaticos. Se recolectaron muestras de sangre para la determinacion de las
concentraciones en plasma del articulo de prueba de cohortes de tres animales TK por sexo por grupo de dosis a 5, 15y 60
minutos y a 4, 24 y 48 horas después de la dosificacion en los dias 1 y 28 (después de la ultima dosis).
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Tabla 26
Toxicidad de Dosis Repetida

Titulo del Reporte: Un Estudio de Toxicidad de 4 Semanas de 31510 Administrado por Inyeccién (Bolo) Intravenosa a Ratas
con un Periodo de Recuperacién de 2 Semanas

EspecieiCepa: Rata Sprague-Dawley Duracion de la Dosificacion: 4 Semanas o, de Estudio; 2000328
Edad Inicial: Aproximadamente 5 Duracion Post-dozis: 2 Semanas Ubicacidn en CTD: md-2-3-2
Semanas
Fecha dela Primera Dosis: 14 Abril 2010 Método de Administracion: Cumplimierto de GLP: Si
Inyeccion (bolo)) intravenosa
“ehiculoFormulacian:
DMPC v Poloxémero 183 en PES
Caracteristicas Especiales: La dosificacidn ocurrid tres vece=a la semana (Lunes, Migrcole s, Viernes),
Se suministrd una concentracion Gnica de material (40mginL). las dosis ze lograron variando el volumen de la dosis.
Dosiz Severamente Toxica a 10% de los animales (STD10): 62.5 mghkgidosis
Dosis (mokd) 0 B2.5 125 250
Mumero de Animales: M 15 H: 15 M 15 H: 15 M 15 H: 15 M 15 H: 15
Toxicocinefica:
A (pgehrimL)
Dig A A 3004 2692 BEEE 107 165580 18521
Dia 26 MA MA 1953 1747 S037 et 5573 G368
Dasts (mokd) 1] B25 T 0
Mumero de Animales: M 15 H: 15 M 15 H. 15 M 15 H: 15 M 15 H: 15
Hallazoos Motables:
Mduerto o Sacrificada o o o o o o o o
Mdoribundo
Peszo Corporal (%7 () 404 258 -0.5 1.7 -5.7* -85 -17.6* -5.9*
Consumo de Alimentos (%™ 3 25 +25 -4.0 -9.2* -12.5% -16.4* -158.3*
(gfanimalidia)
Chservaciones Clinicas - - - - - - - -
Oftalmologia - - - - - - - -
Hematologia
Ertrocitos (10-Ycmm) 647 5.99 .14 T 7.59* 5.90* 623 612
Hemoglobing (ofdl) 143 137 15.1* 147 143 135 128 132
Hematocritos (%) 432 40.7 443 42 4% 41 6* 391 40.4* 9.2+
Leucocitos (10%cmm) 1271 9.32 §.56* .33 11.03 949 15.55% 1315
Linfocitos (10-cmm) 1085 785 .0z 679 g.70* 7.35 1258 10.50%
Meutrdfilos (10°%cmm) 1.39 1.06 1.06 1.06 1.7 1.64 213 1.97*
Eosindfilos (10%cmm) 0.0s 0.05 0.09* o.0g 0.05 0.05 014 o10
Coagulacion
APPT (zegunclos) 175 158 176 151 15.9* 14.4* 147 14.5%
Cuimica Clinics
AST (UL 74 99 74 67+ 83 7E* 113+ i)
ALT (UL 2 2 22 19 25 20 35* 22
GET (M) Q.00 032 Q.00 n42 0.09 053 016 0.23
Colesteral (a/dl) 37 a6 43 a1 43 52 65* 69*
Analisis de oring - - - - - - - -
MUmero Examinado M 10 H: 10 b 10 H: 10 b 10 H: 10 b 10 H: 10
Patologis Gruesa
Gléndula Suprarrenal Palids ] ] ] ] ] ] 4 2
Higado Pélido 1 0 9 7 9 10 10 10
Mddulos Linfaticos Pélidos ] ] ] 1 4 a g
Mddulos Linfaticos Pancredticos ] ] ] ] 1 1 5 1
Alargados
Ovarios Pélidos MA 1] MA 1] MA 1 My 9
Pituitaria Palids 1] 1] o 1] o 1] 3 o
Piel 3G Palida 0 0 1 0 1 3 0 4
Pesos de Organos
Higada (%% (o) 10891 754 55 .1 72 06 10 +145
Bazo (%" () 1.85 147 -57.3* -4 2% -23.4 -11.2 +55.9 +31.0%
Hizstopatalogia
Glandula Suprarrenal
Wacuolizacion 1 0 ME ME ME ME 10 10
Minima 1 ] ] ]
Leve o o ] 3
Moderada o o ] T
Médula Ozea, Esterndn
Hiperplasia u] u] u] u] 2 u] 4 u]
Minims 1] 1] 1] 1] 2 1] 0 1]
Leve o o o o o
Sitio de Inyeccion
Infitracion de Célula 2 5 ME ME 1 ME 10 10
Mononuclear
Minima 1 4 ] ] ]
Leve 1 1 o o 1
Moderada o o o 9 T
Marcada o o 1 1 2
Higado
Mecrosis Focal o o o 1 o o o o
Minima 1] 1] 1] 1 1] 1] 1] 1]
Infittracidn Histioctics ] ] 2 7 g 9 10 9
Minima 1] 1] 1 7 3 1 1 4
Leve 1] 1] 1 1] 3 7 7 5
Moderada o o o o o 1 2 o
Wacuolizacion 1 o 2 7 g 10 10 10
Minirme 1 0 2 7 4 g 1] 1]
Leve 1] 1] 1] 1] 4 4 10 10
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Evaluaciones Post-Dosis:

Mumero de Animales
Peso Corporal (%) (g)

Conzumo de Alimento (%™

(gfanimalidia)
Coagulacion
APPT (=zegundos)
Cuimica Clinics
AST (UL
ALT (UL
GGET UL
Colesterol (gicdl)
Patologia Gruesa
Higado Palido

Mddulo Linfatico liaco Pélido
Mddula Linfatico Pancrestico

Pélido
Ovatios Pélido s
Bazo Alargado
Pesos de Organos
Higado (%) ()
Blaza (%) ()
Hizstopatalogia
Glandula Suprarrenal
Wacuolizacion
Minima
Leve
Moderada
Marcada
Higado
Mecrosis Focal
Minima
Leve
Higado
Mecrosiz Multifocal
Leve
Moderada
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oo
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Dosls (makd) [} EZ5 1= =0
Mimera de Animales: M 15 H: 15 M 15 H: 15 M 15 H: 15 M 15 H: 15

Rfilr&cion Histocices [1] [1] T ] ] ] ] ]
Minima 1] 1] 1 3 4 2 1 o
Leve 1] 1] 1] 2 1 3 4 1
Moderada o o o o o o o 4

Wacuolizacion ] ] 5 5 5 5 5 5
Minima 1] 1] 4 2 1 o 1] 1]
Leve 1] 1] 1 2 4 4 1] 1]
Moderada o o o 1 o 1 ] ]

Médulo linfatico, kan.

Infittracidn Histioctics ] ] 4 2 5 1 5 5
Minirme 0 0 4 2 3 2 2 1
Leve 1] 1] 1] 1] 2 1] 1 3
Moderada o o o o o o 2 1

Madulo Linfatico, Mes.

Infittracidn Histioctics ] ] 5 4 5 5 5 5
Minima 1] 1] 4 4 3 4 1] 1]
Leve 0 0 0 1 3 3

Crvaria

Infittracidn Histioctics A, ] A, 4 A, 5 1A, 5
Minima ] 4 3 ]
Leve o o 2 4
Moderada o o o 1

Bazo

Infittracidn Histioctics ] ] 2 3 3 2 5 5
Minima 1] 1] 2 2 2 2 1] 1
Leve 1] 1] 1] 1 1 1] 3 4
Moderada o o o o o o 1 o
Marcada 1] o o o o o 1 o

- Hallazgos no notables. NA = Mo aplicable. NE = Mo examinado. 58 = Subcutanea. Man = Mandibular. Me=s =
Mesentérico.

* p= 0.05 (Prueba de AnovaDunnett o Kruskal-wallisDunn).

= alfinal del periodo de dosificacion o recuperacion. Para controles, se muestran las medias de grupo. Para los grupos
tratados, semuestran las diferencias de porcentaje de media de grupo de controles.

" Amhos pesos absolutos y relstivos difieren de los cortroles enla direccion indicada. El nimero indica el porcentsje de
diferencia para los pesos de or ganos absolutos.

Todos los animales sobrevivieron a la eutanasia terminal. No se observaron efectos adversos relacionados con el articulo de
prueba en las observaciones clinicas, parametros de oftalmologia, hematologia o analisis de orina. Se observaron
ganancias de peso corporal y consumo de alimento disminuidos para animales tratados a la dosis alta y en menor grado a la
dosis media. Fue vista cierta recuperacion al final del periodo sin tratamiento.

La evaluacion de los datos hematoldgicos reveld una ligera pero inconsistente disminucion en los parametros de gldbulos
rojos que fue principalmente limitada a los machos con alta dosis. Reticulocitos no fueron afectados significativamente. El
tiempo de tromboplastina parcial activado fue un poco mas largo entre los animales con dosis alta que tiende a persistir
durante el periodo de recuperacién. La elevacion en el conteo total de glébulos blancos, también reflejada en incrementos
de neutrdfilos, eosindfilos o linfocitos fue apreciada a la dosis mas alta solamente. Los datos de quimica clinica revelaron
valores incrementados para AST, ALT, GGT y colesterol para los machos con dosis alta al final del periodo de tratamiento y
fueron mas pronunciados al final del periodo de recuperacion. Para las hembras, los incrementos fueron vistos solamente al
final del periodo de recuperacion.

En la necropsia (terminal y recuperacion), los cambios gruesos relacionados con el articulo de prueba incluyeron
decoloracion palida del higado y decoloracion palida/alargamiento de multiples nédulos linfaticos a 62.5 mg/kg/dosis y
superior, alargamiento del bazo a 125 mg/kg/dosis y superior, y glandulas suprarrenales pdlidas, ovarios palidos y
decoloracion de la piel subcutanea a 250 mg/kg/dosis. Los pesos del bazo e higado incrementaron a 250 mg/kg/dosis en
las necropsias terminales y de recuperacion.

Los hallazgos histopatolégicos relacionados con el articulo en la terminacion programada el dia 29 incluyeron vacuolizacién
citoplasmatica leve a moderada de la corteza suprarrenal (250 mg/kg/dosis), hiperplasia eritrocitica minima a leve en la
médula 6sea del esterndn de machos (= 125mg/kg/dosis), infiltracion de células mononucleares leve marcada por el sitio de
inyeccion (250 mg/kg/dosis), vacuolizacion citoplasmatica hepatocelular minima a leve (= 62.5 mg/kg/dosis), infiltracion de
células histiociticas minima a moderada del higado (= 62.5 mg/kg/dosis), infiltracion de células histiociticas minima a
moderada de los nédulos linfaticos (= 62.5 mg/kg/dosis), infiltracion de células histiociticas leve a moderada del ovario en las
hembras (250 mg/kg/dosis hembras), infiltracion de células histiociticas leve a moderada de la dermis y/o subcutis en
hembras (= 125 mg/kg/dosis), e infiltracion de células histiociticas minima a moderada del bazo en los machos (= 125
mg/kg/dosis) y en las hembras (= 62.5 mg/kg/dosis). En los animales de recuperacion, se observaron lesiones relacionadas
con el articulo de prueba similares como las que fueron observadas en los animales del estudio principal; la severidad de
estos cambios siguié como respuesta a la dosis. Los hallazgos incluyeron: vacuolizacién minima a marcada de la corteza de
la glandula suprarrenal a = 62.5 mg/kg/dosis (machos y hembras), necrosis hepatica focal o mutifocal minima a moderada a
2 125 mg/kg/dosis (machos y hembras), infiltraciéon histiocitica y vacuolizacion del higado minima a moderada a = 62.5
mg/kg/dosis (machos y hembras), infiltracién histiocitica minima a moderada de los nédulos linfaticos a = 62.5 mg/kg/dosis
(machos y hembras), infiltracion histiocitica minima a marcada del bazo a 2 62.5 mg/kg/dosis (machos y hembras), e
infiltracion histiocitica minima a moderada de los ovarios = 62.5 mg/kg/dosis (hembras). En varios 6rganos/tejidos, la
severidad de los cambios observados en los animales de recuperacion, particularmente a 125 y 250 mg/kg/dosis, fue mas
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pronunciada que en la necropsia terminal incluyendo la glandula suprarrenal, higado y nédulos linfaticos adicionales (iliaco,
renal, pancreatico, cervical, popliteal, mediastinico y/o braquial).

Los analisis toxicocinéticos revelaron que la Cmax Y AUC incrementaron en una dosis proporcional o mayor que de forma
proporcional a la dosis. Los valores en el dia 26 fueron sustancialmente inferiores con relacién al dia 1. No hubo diferencias
de género notables. Una presentacion tabular de los datos pertinentes se muestra a continuacion (tabla 27).

Tabla 27
Dosis (mo/kg/dosis)
62.5 [ 125 [ 250
Parémetro M [ H | WM [ H [ M [ H

Dia 1
Crmax {ug/rl) 1663 1670 3.197 2.970 £.397 £.900
AUCo-24 (ug-htimL) 3.004 2692 6.565 5107 16550 | 15621
Trmax (hr) 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
Tz (h) 0.506 0713 1.19 1.01 1.96 163

Dia 26
Crmax {ug/mL) 1.052 GEL 2.660 2.400 4257 4,167
AUCo-24 (ug=hrimL) 1542 1747 5037 3.859 5.573 5.368
Trmax (hr) 0.083 0.083 0.083 0.250 0.083 0.033
Tz (h) 0.835 0.791 113 0.994 1.34 162

Can base en estos datos, la STD10 se determind gue es 62.5 mog/kg/dosis.

En un estudio de toxicidad de una semana en perros, un grupo de 2 perros/sexo recibié 125 mg/kg cada 3 dias para un total
de tres dosis (Charles River Laboratories Numero de Estudio 20000713; Tabla 25). Los parametros evaluados incluyeron
mortalidad y las reacciones al tratamiento, examenes detallados, peso corporal, consumo de alimentos, parametros de
cardiologia, parametros de hematologia y quimica clinica, pesos de 6rganos y patologia gruesa. La histopatologia no se
llevo a cabo en estos animales. La toxicocinética se evalué en el tltimo dia de tratamiento.

No fueron vistos efectos adversos al nivel de 125 mg/kg/dosis para cualquiera de los parametros evaluados excepto una
ligera reduccion en la masa de glébulos rojos y morfologia al final del periodo de tratamiento.

Los datos toxicocinéticos mostraron que las concentraciones en plasma, y valores medios para Cmax, AUCo24, Y AUCo. de
la formulacion IV de CoQ10 fueron comparables entre la primera y la tercera dosis administrada.

Con base en estos resultados, 125 mg/kg/dosis fue seleccionada como la dosis alta en el estudio definitivo de perros.

En un estudio de dosis repetida de 4 semanas en perros, cuatro grupos de perros beagle (n = 3/sexo/grupo) recibieron el
vehiculo o producto de farmaco que contiene formulacion IV de CoQ10 a dosis de 31.25, 62.5 y 125 mg/kg por inyeccion IV
diariamente durante cuatro semanas (Charles River Laboratories Numero de Estudio 20000334; Tabla 28). Unos dos
perros/sexo adicionales se incluyeron en cada grupo y mantuvieron una recuperacion de 2 semanas después del
tratamiento. Se proporciond una concentracion de articulo de prueba Unica de 40 mg/mL para su uso en el estudio. Las
dosis de 31.25, 62.5 y 125 mg/kg se lograron usando volimenes de dosis de 0.78, 1.56 y 3.13 mL/kg, respectivamente. Los
parametros evaluados incluyeron observaciones de laboratorio, observaciones clinicas, peso corporal, consumo de
alimentos, oftalmoscopia, electrocardiografia, patologia clinica, patologia gruesa, pesos de érganos, e histopatologia. Se
recolectaron muestras de sangre para la determinacion de las concentraciones en plasma de la formulacion IV de CoQ10
pre-dosis y a 5, 15, 30 y 60 minutos y a 2, 4, 8 y 24 horas post-dosis en los dias 1y 26.

Tabla 28
Toxicidad de Dosis Repetida

Titulo del Reporte: Un Estudio de Toxicidad de 4 Semanas de 31510 Administrado por Inyeccién (Bolo) Intravenosa a Perros
con un Periodo de Recuperacién de 2 Semanas
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EspecieiCeps: Perro Beagle Duracion de la Dosificacion: 4 Semanas Mo, de Estudio; 2000334
Edad Inicial: Aproximadamente 6 a7 Meses Duracion Post-cosis: 2 Semanas Uhicacién en CTD: md-2-3-2
Fecha dela Primera Dosis: 12 Akl 2010 Método de Administracion: Cumplimierto de GLP: Si
Inyeccion (bolo) intravenosa
“ehiculoFormulacian:
DMPC v Poloxamero 183 en PES
Caracteristicas Especisles: La dosificacion ocurrid tres vecesala semana (Lunes, Migrcoles, Viernes).
Se suministrd una concentracion Gnica de material (40mginL ) las dosis =e lograron variando el volumen de la dosis.
Dosiz Mo Severamente Tdxica Mas Afta (HNSTD10) 62.5 mgkgldosis
Dosiz (mokd) [u] e I BE2S 125
Mumero de Animales: M 5 H. 5 M 5 H. 5 M 5 H. 5 M 5 H. 5
Toxicocinetica:
AUCo (pghrinl)
ia MA MA 1129 1216 3354 2922 127480 12522
Dia 26 MA MA 1038 1207 2714 2735 7151 7370
Hallazgos Motables:
huerto o Sacrificada o o o o o o o 1o
Moaribundo
Peso Corporal (%) (kg) 7IO0  BE3IZ 433 +47 0o +42 +1.2 BN
Conzumo de Alimentos (%)
Chservaciones Clinicas - - - - - - - -
Oftalmoscopia - - - - - - - -
Electrocardiografia - - - - - - - -
Hematologia
Reticulocitos (10%L) 1858 2012 45.7* 367 G5 .0* s2.0 1906 16069
Cuimica Clinica - - - - - - - -
Andlisis de oring - - - - - - - -
Mimero Examinsdo M 3 H: 3 M 3 H 3 M 3 H: 3 M3 H: 3
Patologis Gruesa - - - - - - - -
Higado Plido 1] 1] 1] 1] 3 3 3 3
Pesos de Organos - - - - - - - -
Hizstopatologia
Higado
Glucogeno Acum. 3 3 3 2 3 3 3 3
Minime 2 1 2 2 0 2 0 2
Leve 1 2 1 1] 3 1 3 1
Evaluaciones Post-Dosis:
Mimero de Animales M: 2 H 2
Peso Corporal (%) (kg) 8521 THIE 447 +09 14 +5.1 +78 BN
Hematologia
Reticulocitos (10%L) 149.3 86.0 16 634 g3.4 508 1311 536
Patologia Gruesa
Higado Palido 1] 1] 1] 1] 1 1 2 2
Hizstopatalogia
Higado
Dosiz (moka) 1} 3125 B2.5 125
Mumero de Animales: M 5 H. 5 M 5 H. 5 b 5 H. 5 M 5 H. 5
GlUcogena Aoum. [1] [1] [1] [1] T T Z Z
Minimo 1] 1] 1] 1] 1 1] 1 1
Moderado o o o o o 1 1 1
~ Hallazgos no notables . NA = Mo aplicable.
* p= 0.05 (Prusba de AnovaDunnett o KruskalwWallizDunn). Acum. = Acumulacion.
2 ol final del periodo de dosificacion o recuper acidn. Para controles, se muestran las medias de grupo. Para los grupos
tratados, semuestran las diferencias de porcentsje de media de grupo de controles.
U Amhos pesos absolutos y relstivos difieren de los cortroles enla direccién indicada. Bl nimero indica el porcentsje de
diferencia paralos pesos de drganos absolutos.
“Hembra moribunda sacrificaca en el Dia 36 (durante la Semana 2 de recuperacion).

Todos los animales sobrevivieron al final de la fase de tratamiento. Un perro hembra de dosis alta (125 mg/kg/dia) se
sacrificé en una condicion moribunda durante la segunda semana de la fase de recuperacion. Los signos premortem
incluyeron consumo de alimentos disminuido, pérdida de peso corporal, elevaciones de las enzimas hepaticas, y un higado
que parece palido en la necropsia, pero una causa definitiva de la muerte no se determind después de la evaluacién
histopatolégica de los tejidos en este animal.

Entre todos los demas animales, no se observaron hallazgos adversos relacionados con el articulo de prueba en las
observaciones clinicas, pesos corporales, consumo de alimentos, evaluaciones oftalmicas y electrocardiogréficas, patologia
clinica, parametros macroscopicos, y de peso de 6rganos. Se observaron incrementos de los conteos de reticulocitos para
animales tratados con alta dosis y vehiculo al final del periodo de tratamiento, que persistié solamente en los machos al final
del periodo de recuperacion. No puede descartarse una asociacion con el vehiculo de la formulacién. En la necropsia, las
observaciones macroscoépicas se limitaron a una apariencia palida al higado en los grupos de dosis media y alta, que
también se observo en la necropsia de recuperacién. En la histopatologia, no fueron vistas alteraciones morfologicas en
cualquier tejido excepto el higado. Fue identificada en todos los grupos la deposicion de glucégeno hepatocelular, incluido el
grupo tratado con vehiculo. No se observaron cambios adversos en el higado de estos animales. Después del periodo de
recuperacion, estos cambios microscopicos se limitaron a los animales de dosis media y alta.

Las evaluaciones toxicocinéticas revelaron que la exposicion aumentada con el incremento de dosis, con incrementos en la
Cmax Y AUC que tienden a ser mayores que la dosis proporcional. No hubo diferencias de género notables y, en la mayoria
de los casos, los parametros de exposicion fueron similares en los dias 1y 26, excepto para los valores disminuidos para los
animales de alta dosis al dia 26. Un resumen tabular de los parametros pertinentes se muestra a continuacion (tabla 29).
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Tabla 29
Dosis (mo/kg/dosis)
31.25 [ 525 [ 125
Parédmetro m [ H | W [ H [ WM [ H
Dia 1
Crmax (ugfrmL) 34 BE 1,114 1074 2930 701
AlJCo-z4 {ugshrimL) 1,129 1216 3354 2932 12760 | 279
Tmax (hr) 0.15 0.083 0.116 0.116 0.150 13
Tz (h) 274 297 3.62 283 3.92 4.14
Dia 26
Crmax (ug/mL) HE] 555 1,262 1,324 2322 2322
AlCoz4 (ug=htiml) 1038 1,207 2719 2735 7,151 7,320
Tmax (hr) 0.053 0.052 0.183 0.116 0.150 0.200
Tz (h) 7427 253 3.8 191 261 254

Con base en los datos de este estudio de toxicidad de dosis repetida de 4 semanas, la HNSTD se
determind gue es B2.5 mg/ko/dosis.

IX. Referencias relacionadas

Todas las publicaciones y documentos de patente citados en esta solicitud se incorporan como referencia en la parte
pertinente para todos los propésitos al mismo grado, como si cada publicacion o documento de patente individual fuera asi
denotado individualmente. Por la cita de varias referencias en este documento, los solicitantes no aceptan que cualquier
referencia particular se considere como “estado previo de la tecnica” respecto de su invencion. Se entendera que, aunque la
presente invencion se ha descrito en conjunto, con la descripcién detallada de la misma, la descripcidn anterior se propone
para ilustrar y no limitar el alcance de la presente invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones anexas.
Otros aspectos, ventajas, y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.

Todas las Figuras se ofrecen por via de ilustracién, no por via de limitacion. Mientras que se han proporcionado ejemplos
especificos, las descripciones son ilustrativas y no restrictivas. Una o mas de las caracteristicas de las modalidades
previamente descritas se pueden combinar en alguna manera con una o mas caracteristicas de cualesquiera otras
modalidades en la presente descripcion. Ademas, muchas variaciones de la presente descripcion llegaran a ser evidentes
para aquellos expertos en el arte en la revision de esta descripcion.

EQUIVALENTES
Aquellos expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de averiguar usando nada mas que experimentacion

rutinaria, muchos equivalentes para las modalidades especificas de la invencién, descritas en la presente memoria. Se
propone que tales equivalentes se consideren abarcados por las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacion terapéutica adecuada para administracion intravenosa a un sujeto, que comprende:
una solucion acuosa;
un agente activo hidrofébico;
un agente estabilizante de la dispersion; y
un reductor de opsonizacion seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicoles,
polisacaridos, copolimeros que contienen PEG, poloxaminas y poloxameros;
en donde el agente activo hidrofébico se dispersa en una nanodispersion coloidal de
particulas que tienen un tamafio medio de menos de 200 nm determinado por la espectroscopia de
correlacion de fotones;
en donde el agente activo hidrofébico es la Coenzima Q10 (CoQ10); y
en el que el agente estabilizante de la dispersion es dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

2. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el reductor de opsonizaciéon se selecciona del grupo
que consiste en poloxamero y poloxaminas.

3. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que el reductor de opsonizacién es poloxamero 188.

4. La formulacién de la reivindicacién 1, en la que la nanodispersion coloidal es una suspension o una
emulsion, o en la que el agente activo de la nanodispersion coloidal esta en una forma cristalina o en una forma
fundida super enfriada.

5. La formulacion de la reivindicacion 3, en donde la formulacién tiene un peso por volumen de CoQ10,
DMPC y poloxamero 188 de 4%, 3% y 1.5%, respectivamente o de 8%, 6% y 3%, respectivamente.

6. La formulacién de la reivindicacién 1, donde el tamafio medio de las particulas de nanodispersion,
segun se determina mediante espectroscopia de correlacion de fotones, estd entre aproximadamente 10 nm y
aproximadamente 200 nm, preferiblemente entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 100 nm, mas
preferiblemente entre aproximadamente 30 nm y aproximadamente 80 nm, incluso mas preferiblemente entre
aproximadamente 35 nm y aproximadamente 40 nm, y en particular menos de aproximadamente 45 nm.

7. La formulacion de la reivindicacion 1, en la que la formulacion tiene un peso por volumen de CoQ10 y
DMPC de 4% y 3%, respectivamente, o un peso por volumen de CoQ10 y DMPC de 8% y 6%, respectivamente.

8. La formulacion segun la reivindicacion 2, en la que las particulas de nanodispersion tienen un tamafio
medio, segun se determina por espectroscopia de correlacion de fotones, de entre 10 nm y 100 nm, preferiblemente
en el que las particulas de nanodispersion tienen un tamafio medio, segun se determina porespectroscopia de
correlacion de fotones, de entre 30 nm y 80 nm.

9. Un método para preparar la formulacion terapéutica de la reivindicacion 1, en el que el método
comprende dispersar el agente activo hidrofébico mediante homogeneizacion a alta presién mediante:
afnadir el agente activo hidréfico a un bafio de agua a 65°C y mezclar para formar una mezcla de agente
activo hidrofobico/mezcla de agua;
afadir el DMPC a la mezcla de agente activo hidrofobico / agua y mezclar a 65 ° C para formar una mezcla
de agente activo hidréfico / agua / DMPC;
agregar un reductor de opsonizacién para formar una mezcla de agente activo hidrofébico / agua / DMPC /
reductor;
precalentar un Microfluidizador a 65 ° C; y
procesar mezclando la mezcla de agente activo hidréfico / agua / DMPC / reductor en el Microfluidizador a

65°C de manera que se forme una nanodispersion coloidal de agente activo hidréfico que tiene un tamafio
medio de particula inferior a 200 nm determinado por espectroscopia de correlacién de fotones.

10. Una formulacién terapéutica de la reivindicacion 1, obtenible por el método de la reivindicacion 9.

11. El método de la reivindicacion 9, en el que el reductor de opsonizacién es poloxamero 188.

12. El método de la reivindicacion 9 u 11, en el que la CoQ10 de la nanodispersion coloidal esta en forma

de una en una forma fundida super enfriada.
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13. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas la etapa de liofilizar la nanodispersién
coloidal para cristalizar las particulas de nanodispersion coloidal de CoQ10, que comprende, opcionalmente,
ademas, la etapa de afiadir un lioprotector, en donde el lioprotector es preferiblemente un azucar nutritivo, en donde
el el azucar nutritivo se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en lactosa, manosa, maltosa, galactosa,
fructosa, sorbosa, rafinosa, acido neuraminico, glucosamina, galactosamina, N-metilglucosamina, manitol, sorbitol,
arginina, glicina y sacarosa.

14. La formulacion terapéutica como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, para uso
en un método, en el que el método se selecciona de
(i) tratar o prevenir un trastorno oncoldgico en un sujeto, que comprende:
administrar por via intravenosa la formulacién terapéutica como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones 1-8 al sujeto, de modo que se produce el tratamiento o la prevencién del trastorno
oncolégico;
(ii) inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, que comprende:
administrar intravenosamente la formulacion terapéutica como se describe en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 al sujeto, de manera que se inhibe el crecimiento de células tumorales, en el que la
administracion intravenosa es preferiblemente a través de una dosis seleccionada para proporcionar eficacia
en el sujeto para que se trate el trastorno oncoldgico que se trata y eficacia en la inhibicion del crecimiento de
células tumorales en el sujeto, respectivamente.

15. La formulacién terapéutica para uso de la reivindicacion 14, forma de realizacion (i), en la que el
trastorno oncoldgico es un trastorno oncoldgico agresivo o metastasico, en el que el trastorno oncolédgico agresivo o
metastasico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en carcinoma pancreatico, carcinoma
hepatocelular, Ewing sarcoma, cancer de mama metastasico, melanoma metastasico, cancer cerebral (astrocitoma,
glioblastoma), cancer neuroendocrino, cancer de colon, cancer de pulmén, osteosarcoma, cancer de prostata
androgeno-independiente, cancer de ovario y linfoma no Hodgkin; o en donde el trastorno oncolégico es un trastorno
oncoldégico no agresivo, en el que el trastorno oncolégico no agresivo se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en cancer de mama no metastasico, cancer de prostata androgeno-dependiente, cancer de pulmén de
células pequenias y leucemia linfocitica aguda.

16. La formulacién terapéutica para uso de la reivindicacion 14, en la que la formulacién comprende
aproximadamente 4% de Coenzima Q10, 3% de DMPC y 1.5% de poloxamero 188.

17. Una formulacion terapéutica adecuada para la administracion intravenosa a un sujeto, que comprende:
una solucion acuosa;
un agente activo hidrofébico; y
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC);
en donde el agente activo hidrofébico se dispersa en una nanodispersién coloidal de
particulas que tienen un tamafo medio de menos de 200 nm segun lo determinado por la espectroscopia de
correlacion de fotones; y
en donde el agente activo hidrofébico es la Coenzima Q10 (CoQ10).

18. La formulacién de la reivindicacion 17, en la que la nanodispersién coloidal es una suspensién o una
emulsion, o en la que el agente activo de la nanodispersion coloidal esta en una forma cristalina o en una forma
fundida super enfriada.

19. La formulacién de la reivindicacion 17, donde el tamafio medio de las particulas de nanodispersion,
segun se determina por espectroscopia de correlacion de fotones, esta entre aproximadamente 10 nm vy
aproximadamente 200 nm, preferiblemente entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 100 nm, mas
preferiblemente entre aproximadamente 30 nm y aproximadamente 80 nm, incluso mas preferiblemente entre
aproximadamente 35 nm y aproximadamente 40 nm, y en particular menos de aproximadamente 45 nm.

20. La formulacion de la reivindicacion 17, en la que la formulacion tiene un peso por volumen de CoQ10 y
DMPC de 4% y 3%, respectivamente, o un peso por volumen de CoQ10 y DMPC de 8% y 6%, respectivamente.

21. La formulacion terapéutica como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 17-20 para uso en
un método, en donde el método se selecciona de

(i) tratar o prevenir un trastorno oncoldgico en un sujeto, que comprende:

administrar por via venosa la formulacién terapéutica como se describe en una cualquiera de las
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reivindicaciones 17-20 al sujeto de manera que se produzca el tratamiento o la prevencién del trastorno
oncolégico; y

(ii) inhibir el crecimiento de células tumorales en un sujeto, que comprende:

administrar por via intravenosa la formulacion terapéutica descrita en cualquiera de las reivindicaciones 17-20
al sujeto, de manera que se inhibe el crecimiento de células tumorales, en el que la administracion
intravenosa es preferiblemente a través de una dosis seleccionada para proporcionar eficacia en el sujeto
para el trastorno oncolégico que se esta tratando y eficacia en la inhibicion del crecimiento de células
tumorales en el sujeto, respectivamente.

22. La formulacion terapéutica para uso de la reivindicaciéon 21, forma de realizacion (i), en la que el
trastorno oncoldgico es un trastorno oncoldgico agresivo o metastasico, en el que el trastorno oncoldgico agresivo o
metastasico se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en carcinoma pancreatico, carcinoma
hepatocelular, Ewing sarcoma, cancer de mama metastasico, melanoma metastasico, cancer cerebral (astrocitoma,
glioblastoma), cancer neuroendocrino, cancer de colon, cancer de pulmdn, osteosarcoma, cancer de prostata
androgeno-independiente, cancer de ovario y linfoma no Hodgkin; o en donde el trastorno oncolégico es un trastorno
oncoldégico no agresivo, en el que el trastorno oncolégico no agresivo se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en cancer de mama no metastasico, cancer de prostata androgeno-dependiente, cancer de pulmén de
células pequenias y leucemia linfocitica aguda.
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Figura 1 liofilizacion de las formas R, A, O y C en orden como se representa de izquierda a derecha

.»\\»\ AN

a

Figura 2 liofilizacion de las formas G, Q, Sy T en orden como se representa de izquierda a derecha
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Figura 3 liofilizacion de las formas U y V en orden como se representa de izquierda a derecha

Angulo de Dispersion (grados 26)

Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma A 40 pases” (trazo negro) y
el patrén de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patron se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Figura 4
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Angulo de Dispersion (grados 20)

Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma C 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Figura 5
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Angulo de Dispersion (grados 20)

Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma G 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Figura 6
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Angﬂlo de D}'spersiér-if (grados 20)

Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma O 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Figura 7
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Angulo de Dispersion (grados 20)
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Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma Q 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Figura 8

63



ES 2 664 793 T3

i i
- i f
=
i
|
—
=
4
—
—-— i
i
1 '
— "
F
1
1 ~ PO P

Angulo de Dispersion (grados 20)
Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma R 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala el 100%.

Fig. 9
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Angulo de Dispersion (grados 28)
Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma S 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El

patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala el 100%.

Fig. 10
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Angulo de Dispersion (grados 20)
Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma T 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Fig. 11
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Angulo de Dispersioén (grados 20)
Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma U 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.

Fig. 12
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Angulo de Dispersion (grados 20)
Patron de XRPD obtenido para la muestra de liofilo “Forma V 20 pases” (trazo negro) y el
patron de XRDP de la sustancia farmacoldgica volumétrica de CoQ10 (trazo rojo). El
patrén se ha normalizado de modo que la intensidad del pico mas intenso iguala 100%.
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Efecto del niUmero de pases en el tamafio de particula.
5 g de Cytotech31510, 3g de DMPC, y 92 ml de agua.
El modelo MFz — M-110P. Camara de procesamiento — F32Y
Presion Maxima — 25,000 PSI

Figura 14
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Fig. 15

Fig. 16
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Figura 2. Efecto del nfimero de pases en el tamafio de particula.

El modelo MFz — M-110P. Camara de Procesamiento — F12Y.
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Fig. 17

Figura 3. Efecto del niimero de pases en el tamaiio de particula.
El modelo MFz — M-110P. Camara de Procesamiento — F12Y.
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F1gura4Efectodelnumero de pases enel tamaflo de particula 5
El modelo MFz — M-110P. Camara de Procesamiento — F12Y.
FET
an
Pases, #

Figura 5. Efecto del nimero de pases en el tamaiio de particula.
El modelo MFz — M-110P. Camara de Procesamiento — FI12Y.
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Fig. 23
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Eficacia por grupo de tratamiento:
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Fig. 25 — Efecto de la formulacion IV en OCR en células HepG2
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Sin poloxamero Con poloxamero
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Fig. 26 — Efecto de las formulaciones IV en OCR en células MCF-7
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Figura 27 Efecto de las formulaciones IV en OCR en células PC-3
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Fig. 28 — Efecto de las formulaciones IV en OCR en células PaCa2

72




ES 2 664 793 T3

Actinas

73



ES 2 664 793 T3

L
e N e
DR

3

Banda Superior de Caspasa 3 sondeada
102709 en células PC3
s

Volumen Normalizado

Medio PC3

Banda Superior de Caspasa 3 en Paca2 en
Muestras Sc sondeadas 102709

1600
1430
1200
1000
S0
00

W Serie 1

Volumen Normalizado

RN

Medio Paca2 Paca2 Azul Paca 2 Rojo

Fig. 34
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Fig. 36

Grupo 1: Control de Solucion Salina
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Como se puede ver, todos los animales murieron por aproximadamente el dia 21.

Fig. 37
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Grupo 2: Control de Solucién Salina
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Como se puede ver, la misma se observo con el grupo que recibe solucion salina,
sin un cambio en las tasas de supervivencia.

Fig. 38

Grupo 3: Control de Excipiente
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Hubo una prolongacién de vida por aproximadamente 15 dias por el control de excipiente.
Esto no indica un efecto terapéutico per se, mas bien un etecto paliativo paralelo a aquel
que se observé en humanos con prolongacion de vida.

Fig. 39

Grupo 4: 0.5 mg/kg de 31510
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A 0.5 mg/kg de 31510, hubo un incremento de dias de supervivencia por 10 dias.

Tig. 40
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Grupo 5: 5 mg/kg
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En este grupo hubo una prolongacion de vida estadisticamente significativa o aproximadamente 20
dias. Los animales se encontraron con mejor salud, con menos signos de moribundez.

Fig. 41

Grupo 6: 10 mg/kg
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Grupo 7: 25 mg/kg

56

Los resultados con esta dosificacion son verdaderamente impresionantes. La supervivencia se
mejord significativamente. Los tres animales supervivientes se sacrificaron el dia 60, cada uno
tuvo un pequetio tumor.

Fig. 43
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Grupo 8: 50 mg/kg
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Hasta ahora, estos son los hallazgos mas notables. Las muertes en el dia 31 fueron minimas y la

prolongacion de vida fue estadisticamente significativa. Ademas, a esta dosis las tasas de

supervivencia en el dia 60 fueron significativamente incrementadas, con aproximadamente 60%

de los animales vivos y solamente cuatro animales exhibieron tumores visibles
Fig. 44

Doxorrubicina
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Fig. 45
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a0

25
20
15
10
5
o

1 & 11 16 21 26 31 36 41 46 51
Fig. 46

—_
)
)
=
=
=
S
S
=1
€
54
5
=
o
k=3 = el e el = 38T

Dosis (mg/kg)
—#—Ratas. Macho. 72 hr post-dosis —-o-— Ratas. Hembra. 72 hr post-dosis
—m—Perros, Macho, 72 hr post-dosis —--— Perros, Hembra, 72 hr post-dosis

Fig. 47
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