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DESCRIPCION

Novedosa composicion farmacéutica que comprende particulas que comprenden un complejo de un
polirribonucledtido de doble cadena y una polialquilenimina

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de las formulaciones farmacéuticas que comprenden particulas formadas
por polirribonucleétidos y polimeros, a su produccién y a su uso médico.

Antecedentes de la invencion

El uso de analogos sintéticos de ARN de doble cadena (ARNdc) que imitan el ARNdc viral se ha explorado en los
ultimos afios para activar especificamente el sistema inmunolégico contra los tumores con el alcance de la inhibicion
del crecimiento de las células cancerosas y la induccion de apoptosis de células cancerosas. En particular, el acido
poliinosinico-policitidilico de doble cadena (nombrado como poli(l:C) o pIC) se ha caracterizado como un tipo de
ARNdc con varios efectos de interés terapéutico contra diversos tipos de cancer (tales como melanoma, hepatoma,
cancer de colon, gastrico, y carcinoma oral, cancer de cuello uterino, cancer de mama, cancer de ovario, tumores del
tracto urinario, cancer de pulmén y cancer de préstata) y su metastasis, de maneras que pueden ser dependientes o
independientes de la activacion del sistema inmunolégico, actividades mediadas por células citoliticas y/o células
dendriticas y/o cambios de la expresién génica tumoral y microambiente (Hafner A et al., 2013).

Desafortunadamente, estas evidencias preclinicas iniciales estan poco confirmadas o no lo estan en estudios
clinicos con moléculas de poli(:C) desnudas, que revelaron su baja estabilidad, mala homogeneidad,
farmacocinéticas impredecibles y efectos antitumorales limitados debido a diversos mecanismos, tales como la mala
absorcion celular o degradacién por ARNasas citosélicas (Hafner A et al., 2013). De hecho, con el fin de lograr un
efecto terapéutico o profilactico eficaz, puede ser necesario redisolver moléculas de poli(l:C) inmediatamente antes o
poco antes del uso, pueden estar disponibles en las formulaciones a concentraciones bajas, y/o pueden
administrarse con frecuencia (por ejemplo, cada 2 horas).

Durante los dltimos afios, ha habido un progreso significativo en la formulacién de moléculas de poli(l:C) con
propiedades inmunomoduladoras y/o terapéuticas. Se han divulgado varios métodos de preparacion y formulacion
de moléculas de poli(I:C) como polvo y/o integradas dentro de microparticulas a base de polimeros con o sin restos
de direccionamiento y enlazadores quimicos adicionales (CN103599071; CN102988303; W02004045491;
W02008057696; W02013164380; W0O2015067632; W0O2014057432; W02014165296; Schaffert D et al., 2011;
W02015173824; Kabilova T et al., 2014; Kibler K et al., 2011; Palchetti S et al., 2013; Saheki A et al., 2011). Se han
formulado moléculas de poli(l:C) con polimeros vehiculo y en formatos compatibles para administracion nasal
(documento W02013164380), estabilizadas con polilisina y carboximetilcelulosa (documento W02005102278),
encapsulado dentro de nanoparticulas de fosfato calcico recubiertas con lipidos catiénicos, liposomas y otras
estructuras vesiculares Chen L et al., 2013; US2009117306; US2011003883, o junto con ARN monocatenario y con
péptidos catiénicos como protamina (documento W02013087083). Como alternativa, las moléculas de poli(l:C)
también se han inmovilizado en particulas sélidas y vehiculos, tales como nanoparticulas de 6xido de hierro, con o
sin agentes que ayudarian a dirigir las moléculas de poli(l:C) a células o tejidos especificos (McBain S et al., 2007;
Cobaleda-Siles M et al., 2014).

Algunas publicaciones describen adicionalmente diversos complejos ternarios o cuaternarios en el intervalo de
submicrémetros que estan formados por polimeros, poli(l:C) y/o ADN de doble cadena, con o sin otros componentes
y especificos de genes (Kurosaki T et al., 2009; documentos W02013040552; W02013063019; Tutin-Moeavin | et
al., 2015). Sin embargo, estos enfoques tienen el objetivo de proporcionar agentes que administran esencialmente
ADN a las células, al tiempo que mantienen su viabilidad, y no la muerte selectiva de células cancerosas.

Los inconvenientes que estan limitando el desarrollo clinico de moléculas de poli(l:C) como un medicamento y su
cumplimiento de los requisitos reglamentarios podrian superarse mediante la produccion de complejos de
anticancerosos estructuralmente complejos que comprenden moléculas de poli(l:C) junto con los sistemas de
administracion de farmacos para la terapia del cancer que a menudo se basan en los polimeros catiénicos, tales
como quitosano, polietilenimina (PEI), poli-L-lisina, polimetacrilatos, polimeros que contienen imidazol o
ciclodextrina, poli(ésteres de beta-amino) y dendrimeros relacionados. Estos sistemas poliméricos (también
denominados Polyplex) son estructural y funcionalmente distintos de los sistemas basados en lipidos (también
denominados Lipoplex) y los sistemas hibridos (también denominados Lipopolyplex) que se utilizan de manera
similar para la administracion local o sistémica de acidos nucleicos (Bilensoy E, 2010; Germershaus O y Nultsch K,
2015). Entre Polyplex, PEI es un polimero catidnico de particular interés que puede modificarse a nivel de estructura
lineal/ramificada tamafio, enlace quimico, degradabilidad y derivatizacion (Islam M et al., 2014) y que, a diferencia de
la internalizacién de lipoplex por las células, se internaliza tanto por mediaciéon de clatrina como por endocitosis
mediada por caveolas (Shabani M et al., 2010).

Este enfoque terapéutico que implica la preparacion y la administracion de moléculas de poli(l:C) asociadas a PEI se
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ha ilustrado en la literatura mediante el agente denominado BO-110 (Pozuelo-Rubio M et al., 2014; Tormo D et al.,
2009; WO0201 1.003.883). Este complejo, también identificado como [pIC]PE', no solo se acopla a una doble
induccion de la autofagia y la apoptosis en varias lineas celulares de melanoma y de otros tipos de tumores (tales
como gliomas o carcinomas), sino tampoco tiene efecto o tiene un efecto limitado sobre la viabilidad de las células
normales, tales como melanocitos. BO-110 inhibe el crecimiento del melanoma en modelos animales para demostrar
la actividad antitumoral y antimetastasica in vivo, incluso en ratones severamente inmunocomprometidos. Por otra
parte, un agente basado en [pIC]F’EI similar estimula la apoptosis en células de adenocarcinoma ductal pancreatico
sin afectar a las células epiteliales pancreaticas normales y la administracion in vivo de [pIC]F’EI inhibio el crecimiento
tumoral en modelos animales de tumores (Bhoopathi P et al., 2014). Un efecto adicional de la administracion BO-110
se caracteriza en un modelo de endometriosis, en el que dicho agente reduce la angiogénesis y la proliferacién
celular y aumenta la apoptosis (Garcia-Pascual C y Gomez R, 2013).

Por tanto, BO-110 y agentes de [pIC]F'EI similares que comprenden polirribonucleétidos de doble cadena representan
una estrategia novedosa contra el cancer con un amplio espectro de accion, debido a la activacion combinada de
autofagia y apoptosis, de manera autbnoma y de manera selectiva en células tumorales, mientras que mantiene la
viabilidad de las células normales de diferentes linajes. Sin embargo, BO-110, como para otros agentes basados en
polirribonucleétido de doble cadena a que han demostrado eficacia en varios modelos preclinicos cuando se asocia
con vehiculos, todavia tiene que proporcionarse en formulaciones que son estables en diferentes condiciones de
almacenamiento, se fabrican y dimensionan de manera uniforme.

De hecho, la técnica anterior no proporciona ensefianzas apropiadas para resolver los problemas relacionados con
la combinacion mas eficaz de criterios estructurales y biofisicos que permiten la produccion de composiciones que
contienen poli(l:C) para el tratamiento de cancer. Las agencias reguladoras también requieren que cumplan
estrictamente las especificaciones de reproducibilidad, almacenamiento y uniformidad del tamafio y la concentracién
de particulas que contiene poli(l:C) que estan incluidas en las composiciones para su uso en seres humanos. Por
tanto, todavia son necesarios agentes, composiciones y procesos relacionados que proporcionen moléculas de
polirribonucleétidos de doble cadena, tales como moléculas de poli(l:C), a concentraciones mas altas y bien
controladas, que permitan su desarrollo clinico y preclinico extenso como farmaco (en particular, contra el cancer), al
tiempo que mejora el cumplimiento de pacientes y reduce la frecuencia de la dosis de moléculas de
polirribonucledtidos de doble cadena con un margen de seguridad bien definido y efectos terapéuticos.

Sumario de la invencion
La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.
Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una composicién que comprende particulas, en donde

(a) cada particula comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o un
solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o un solvato de la misma, en donde

(i) el polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)],

en donde al menos el 60 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen al menos 850 pares de bases,
al menos el 70 % de los polirribonucledtidos de doble cadena tienen entre 400 y 5.000 pares de bases y entre
el 20 % y el 45 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases; y

(ii) la polialquilenimina comprende al menos el 95 % de polietileniminas,

en donde el peso molecular promedio de la polialquilenimina esta entre 17 y 23 kDa y el indice de
polidispersidad es < 1,5, y

en donde la relacion del nimero de moles de nitrégeno de la polialquilenimina respecto al nimero de moles
de fosforo del polirribonucleétido de doble cadena en la composicion es de aproximadamente 3; y

(b) las particulas tienen un diametro promedio z medido segun la norma ISO 22412:2008 de entre 30 nm y
150 nm, y
(c) en donde al menos el 99 % de las particulas tienen una distribucion de diametro de por debajo de 600 nm.

Las realizaciones ventajosas adicionales de la composicion anterior se citan de nuevo en las reivindicaciones
dependientes.

La presente invencién también se refiere a una composicion obtenible mediante la liofilizacion de la composicion
acuosa como se divulga en el presente documento.

Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion, como se divulga en el presente documento, para su
uso como un medicamento, opcionalmente, en donde la composicion comprende, ademdas, un agente
inmunomodulador dirigido a uno o mas de PD-1, PD-L1 y PD-L2, preferentemente en donde el agente
inmunomodulador es un inhibidor de PD-1, tal como un anticuerpo anti-PD-1.

Ademas, la presente invencién se refiere a una composicién, como se divulga en el presente documento, para su
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uso en el tratamiento de un trastorno del crecimiento celular caracterizado por un crecimiento anémalo de células
humanas o animales, en donde el trastorno del crecimiento celular es cancer o un trastorno ginecoldgico
caracterizado por un crecimiento anémalo de células de los érganos reproductores femeninos de mamiferos.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un proceso para la fabricacion de la composicion, como se divulga
en el presente documento, que comprende:

(i) proporcionar una solucion acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente organico, excipiente y/o adyuvante;

(ii) filtrar cada solucion a través de un filtro que tiene un diametro de poro de menos de o igual a 500 nm para
formar soluciones esterilizadas;

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adicién de una de dichas soluciones en la otra solucién en dicha cAmara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccién, a una velocidad de méas de o igual a 1 ml/min, o mediante la adicion
simultanea de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccion,
a una velocidad de mas de o igual a 1 ml/min; y, opcionalmente,

(iv) filtrar la composicién acuosa resultante a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 600 nm para formar un filtrado o centrifugar la composiciéon acuosa resultante a mas de o igual a
22.480 m/s” para formar un sobrenadante; y/o

(v) liofilizar la composicién acuosa, filtrado o sobrenadante resultante.

Otras realizaciones relacionadas con la preparacién de tales composiciones en forma de formulaciones BO-11X, sus
caracteristicas, su andlisis y sus usos se proporcionan en la descripcién detallada y en los Ejemplos que figuran mas
adelante.

Descripcion de las figuras

Las figuras que no se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos y/o de
referencia Gnicamente.

Figura 1: Actividad funcional de distintas preparaciones de BO-111 después de la filtracion o centrifugacion
mediante analisis de la muerte celular en células de melanoma SK-Mel-103 después de una exposicién de 48
horas. (A) Las moléculas poli(I:C) estan asociadas con PEI para formar complejos de BO-111 de acuerdo con la
descripcion del procesamiento de fabricacion de 2 viales en el Ejemplo 1 y la solucién resultante se filtra usando
membranas con diferentes tamafios de poro (y, después, usando la solucién de flujo continuo para ensayos
basados en células) o se centrifuga a diferentes velocidades (y, después, usando el sobrenadante para ensayos
basados en células), generando distintas preparaciones de BO-111, cada una de las cuales contiene complejos
basados en poli(1:C) con un tamafio mas homogéneo y mas bajo que se determina como el promedio Z
(diametro hidrodinamico, expresado como d.nm). Se generaron datos cualitativamente similares al analizar la
muerte celular a las 24 horas. Los datos sobre muerte celular se comparan con muestras no tratadas con BO-
111. (B) Actividad de respuesta a la dosis de una preparacién de BO-111 que se obtiene filtrando a través de un
filtro de 0,8 um (barras sombreadas) en comparacion con la preparacién de BO-111 correspondiente no filtrada
(barras blancas). Debido a que la centrifugacion o filtracion causa alguna pérdida de poli(l:C) debido a la
sedimentacion o retencién de complejos mayores (respectivamente), la cantidad de poli(1:C) en cada preparacion
de BO-111 distinta se cuantificé mediante analisis espectrofotométrico a una longitud de onda de 260 nm, con el
fin de comparar correctamente los efectos de dicha preparacion sobre las células diluyendo en consecuencia la
preparacion inicial a la concentracion apropiada. Se generaron datos cualitativamente similares al analizar la
muerte celular a las 12, 24 y 36 horas. La muerte celular se determina mediante ensayo con azul tripAn como se
describe en la literatura. La desviacién estandar se calcula utilizando datos por triplicado para cada condicion del
mismo experimento.

Figura 2: Efectos de la PEI sobre la actividad funcional de BO-111, determinado usando el mismo ensayo
basado en células y la concentracién de BO-111 de la figura 1. (A) Se obtuvieron preparaciones distintas de BO-
111 mediante el uso de preparaciones JetPEl comerciales que contienen polimeros lineales que tienen un peso
molecular diferente (expresado en kiloDalton; NT: control, células no tratadas; tales preparaciones DE jetPEl
presentan una distribucién monomodal con UN indice de polidispersidad que es inferior a 1,5, en particular
comprendido entre 1,1 y 1,4). (B) Se obtuvieron preparaciones de BO-111 distintas mediante la modificacion de
la relacion N/P (1,2 a 5,3) que se calcula como: pl de PEI x 150 nM/ug de poli(l:C) x 3 nmol, en la que 150 nM se
refiere a la concentracién de restos de nitrégeno en PEl y 3 nmol se refiere al nimero de nanomoles de fosfato
anionico por 1 pug de poli(l:C). El efecto farmacolégico de cada combinacién se determina comparando los
porcentajes de muerte celular tanto en células de melanoma como en melanocitos (células de control; NT:
control, células no tratadas). Se us6 la misma preparacion de poli(1:C) como se describe en la figura 1 para todas
las preparaciones de BO-111 que se describen en (A) y (B) pero, en lugar de aplicar el método de "pipeteado
rapido", la solucion de poli(l:C) se inyecté rapidamente en el vial que contiene la solucién de PEI con una jeringa,
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aumentando la velocidad de mezclado (al menos como se puede determinar visualmente). La desviacion
estandar se calcula utilizando datos por triplicado para cada condicion del mismo experimento.

Figura 3: Andlisis de las moléculas de poli(I:C) dentro de las preparaciones de BO-111 mediante electroforesis.
(A) Las preparaciones no marcadas de las moléculas iniciales de poli(l) o poli(I:C) se comparan con cantidades
crecientes de preparaciones de BO-111 en gel de agarosa al 0,8 % (electroforesis de 1 hora). El tamafio
molecular de las moléculas de poli(l:C) se determina en comparacion con marcadores de tamafio. (B) Las
moléculas de poli(l:C) radiomarcadas se comparan con poli(I:C) sin marcar y a una preparacion de BO-111 que
incluye el mismo poli(l:C) radiomarcado, utilizando un gel de agarosa al 1 % (electroforesis de 1 hora) que se
expone a una pelicula fotogréafica. Las moléculas de poli(I:C) dentro de las diferentes preparaciones de BO-111
que no son visibles en el panel (A) aparecen en el panel (B) como bloqueadas dentro del pocillo de gel de
agarosa, ya que estan asociados a las particulas formadoras de JetPEI que (debido a su tamafio y/o distribucion
de la carga), el campo eléctrico no se puede desplazar a través del gel de agarosa. (C) Las moléculas de
poli(l:C) no marcadas se comparan con preparaciones distintas de BO-111 obtenidas mediante la modificacion
de la relacién N/P (1,2, 3 y 5,3; este valor se calcula como en la figura 2) en gel de agarosa al 0,8 %
(electroforesis de 1 hora). Cada muestra esta sin tratar (C+) o tratada con una enzima especifica de degradacion
(ARNasa; ARNasa A: 5 ug/ml durante 30 minutos) antes de cargar en el gel de agarosa, con el fin de evaluar la
estabilidad de las moléculas de poli(l:C) en diferentes preparaciones de BO-111. Las moléculas de poli(l:C)
parecen insensibles a dicha enzima cuando estan formando complejos con JetPEIl a una relacién N/P mayor
(mayor o igual a 3) y una mancha de moléculas de poli(I:C) parece liberarse cuando la relacion N/P es inferior a
3. En los paneles (A) y (C), el tamafio molecular de las moléculas de poli(l:C) se determina en comparacion con
el marcador de tamafo.

Figura 4: La distribucion del tamafio de los complejos de BO-111 en preparaciones que se obtienen usando el
proceso de produccién de 2-viales, tal como se determina mediante la comparacion de la intensidad de la sefial
usando dispersion de luz dinamica mediante la tecnologia ZS nano zeta sizer. (A) La comparacion de la
distribucion del diametro de particula se realizé utilizando tres lotes de BO-111 diferentes obtenidos utilizando el
mismo proceso de produccion. (B) Comparacién de preparaciones de BO-111 distintas al exponer (0 no, la
muestra indicada como CONTROL) para una incubacion a temperatura ambiente en agitacion durante 30
minutos. (C) Comparacion de preparaciones de BO-111 distintas al exponer (o no, la muestra indicada como
CONTROL) para una incubacion a 50 T durante un periodo de 30 minutos. (D) Comparacion de preparaciones
de BO-111 distintas, fabricacién del control como se sugiere en el Ejemplo 1 y la muestra de "mezclado lento",
evaluadas mediante perfiles por triplicado, que se obtuvo mediante el enfoque gota a gota usando una velocidad
de mezclado reducida. El tamafio de particula se evalta considerando el diametro de particula en nanémetros
(d.nm).

Figura 5: Esquema de la fabricacion GMP de compuestos BO-11X, como se ilustra con BO-112. (A) Diagrama
de flujo que resume las etapas principales para la fabricacion de compuestos BO-112 como una preparacion
farmacéutica que cumple las guias que comprende moléculas de poli(l:C), preparaciones comerciales de jetPEl y
glucosa. (B) Cromatogramas de permeacién para muestras de BO-112, JetPEIl y glucosa que se analizan usando
la deteccién del indice de refraccién (RI). La sefial de BO-112 se solapa con la sefial de la glucosa, mientras que
el pico caracteristico de JetPEl libre al volumen de retencién de 13,75 ml desaparecio, lo que sugiere que todo
JetPEl inicial se incorporé en BO-112. (C) Modificacion de la distribucién del compuesto BO-112 debido a la
mayor velocidad de la mezcla durante el proceso de fabricaciéon a una velocidad de inyeccion baja (por debajo de
100 rpm) o alta (mas alla de 100 rpm, hasta 550rpm), donde 550 rpm es la velocidad de referencia para las
soluciones de mezcla en el proceso de fabricacion de BO-112, es decir para la obtencién de particulas con un
diametro promedio Z (d. nm) que va de aproximadamente 100 nm a 73nm, 54 nm o menos (preparaciones de
BO-122 funcionales presentan un diametro promedio de entre 30 nm y 150 nm; el didmetro de particula se define
como en las figuras anteriores en d nm).

Figura 6: Andlisis estructural de diferentes formulaciones de poli(l:C). (A) El tamafio molecular de diferentes
preparaciones de poli(l:C) se determina en gel de agarosa usando marcadores de tamafio. (B) La distribucion del
tamafo de complejos de BO-112 se compara con tres productos comerciales que contienen poli(l:C) (Poli-ICLC,
LyoVec-HMW, y LyoVec-LMW; el tamafio de particula se define como en las figuras anteriores en nm).

Figura 7 : Los cambios en la distribucién del tamafio después del almacenamiento a -20 C se determinan para
BO-112 (A), poli-ICLC (B), LyoVec-HMW (C), y LyoVec-LMW (D), como se determina mediante la comparacién
de la intensidad de la sefial usando la tecnologia Nanosizer (diametro de particula se define como en las figuras
anteriores en nm).

Figura 8 : Efecto de diferentes formulaciones de poli(I:C) sobre la viabilidad celular en dos modelos celulares de
cancer diferentes. BO-112 se compara con las células no tratadas y con las células tratadas con poli-ICLC,
LyoVec-LMW o LyoVec-HMW, analizandose cada formulacién a las concentraciones indicadas que se
determinaron segun el peso del complejo pero con un contenido similar de moléculas de poli(l:C), en un modelo
de células de melanoma (A) o de cancer de pancreas (B). Los datos de viabilidad celular se generaron utilizando
el método de ensayo de cristal violeta después de 24 horas. (C) Efecto de diferentes formulaciones de poli(l:C)
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sobre las moléculas de sefializacion de interés terapéutico. La expresion de interferén-beta (IFN-beta) se evaluo
por el método de RT-qPCR en células SK-MEL-103 que fueron expuestas a BO-112, Poli-ICLC (o sin tratar, NT)
durante 8, 16 y 24 horas. Las formulaciones BO-112 y Poli-ICLC se usaron a una concentracion que
proporcionaba un contenido similar de moléculas de poli(l:C).

Figura 9 : Efecto de la PEI lineal sola, poli(l:C) y dos formulaciones de PEI/poli(l:C) diferentes (BO-110 y BO-112)
sobre la viabilidad de los melanocitos normales primarios (preparaciones n.°1 y n.°2) y cuatro linea s celulares
de cancer, lo que demuestra la citotoxicidad especifica de tales formulaciones de PEl/poli(l:C) contra lineas
celulares de cancer. El contenido de Poli(l:C) utilizado en la preparacion de los tratamientos de poli(l:C)
solamente, BO-110, y BO-112 administrados es idéntico (1 pg/ml por cada 40 horas de tratamiento).

Figura 10 : Efecto sobre la administracion de BO-112 en un modelo animal para el cancer humano. (A) Programa
gue muestra el programa del tratamiento. A todos los ratones se inyectd por via subcutanea células de
melanoma murino B16-F10 el dia 0. Después de aleatorizar a los ratones a cinco grupos que presentan tumores
de tamafio promedio similar (80-100 mm3) el dia 7, se trat6 a los animales con una formulaciéon de BO-112
(circulos dobles) mediante inyeccién directamente en el tejido del tumor (tratamiento i.t.) a 3 concentraciones
diferentes en los grupos 2, 3y 4 (G2, G3, G4) o, en los dos grupos restantes (G1 y G5), con solo vehiculo. En los
siguientes dias de tratamiento (10, 14, 17, 21 y 24), todos los grupos menos G1 recibieron la administracion
intraperitoneal (i.p.) de un anticuerpo murino anti-PD-L1 (150 pg/dosis), ademas de la administracion intratumoral
de la formulaciéon de BO-112 a la misma concentracion del dia 7. Se control6 la supervivencia todos los dias y se
puntué a los ratones como muertos cuando se les encontré6 muertos o cuando el volumen del tumor alcanzé el
tamafio maximo permitido. La monitorizaciéon continué después del Gltimo tratamiento hasta el dia 45, cuando
murio el dltimo ratén y se termind el experimento. (B) Curva de supervivencia de la comparaciéon de los grupos
de control G1 y G5 con los tres grupos en los que la formulacién de BO-112 se administrd a las tres
concentraciones indicadas. Al comparar los grupos, hubo una diferencia estadistica (p <0,0001, prueba Log-rank
de Mantel-Cox) entre los grupos de control y los grupos de prueba, con G4 mostrando el mayor aumento de
supervivencia en relacion con el vehiculo o anti-PD-L1 solo.

Descripcion detallada
La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una composicién acuosa que comprende particulas, en donde

(a) cada particula comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o un
solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o un solvato de la misma, en donde

(i) el polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)],

en donde al menos el 60 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen al menos 850 pares de bases,
al menos el 70 % de los polirribonucledtidos de doble cadena tienen entre 400 y 5.000 pares de bases y entre
el 20 % y el 45 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases; y

(ii) la polialquilenimina comprende al menos el 95 % de polietileniminas,

en donde el peso molecular promedio de la polialquilenimina estda entre 17 y 23 kDa y el indice de
polidispersidad es < 1,5, y

en donde la relacion del nimero de moles de nitrégeno de la polialquilenimina respecto al nimero de moles
de fésforo del polirribonucleétido de doble cadena en la composicion es de aproximadamente 3; y

(b) las particulas tienen un diametro promedio z medido segun la norma ISO 22412:2008 de entre 30 nm y
150 nm, y
(c) en donde al menos el 99 % de las particulas tienen una distribucion de diametro de por debajo de 600 nm.

Ademas, se divulga una composicion que comprende particulas, en donde:

(i) cada una de dichas particulas comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o
una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o solvato del mismo;

(ii) al menos el 95 % de dichas particulas tiene un diametro de menos de o igual a 600 nm, preferentemente,
menor que o igual a 300 nm; y

(iii) dichas particulas tienen un diametro promedio z de menos de o igual a 200 nm, preferentemente de menos
de o igual a 150 nm, en particular, tal como se mide segun la norma ISO 22412.

En un aspecto preferido, la presente divulgacion se refiere a una composicion acuosa que comprende particulas en
donde

(i) cada una de dichas particulas comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o
una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina lineal, o una sal y/o solvato de la misma, en el que
dicho polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] y el peso molecular
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promedio de dicha polialquilenimina lineal es entre 17 y 23 kDa;

(i) al menos el 90 % de dichas particulas tiene una distribucion de diametro monomodal por debajo de 300 nm;
(iii) dichas particulas tienen un didmetro promedio Z de menos de o igual a 150 nm, como se mide segun la
norma ISO 22412; y

(iv) dicha composicion tiene un potencial zeta igual o superior a 30 mV, de acuerdo con la norma ISO 13099

Ademas, se divulga una composicion acuosa que comprende particulas como se describe en el presente
documento, en donde:

(i) cada una de dichas particulas se forma preparando un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble
cadena, o una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina lineal, o una sal y/o solvato de la misma,
en el que dicho polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(I:C)] y el peso
molecular promedio de dicha polialquilenimina lineal es entre 17 y 23 kDa;

(i) al menos el 90 % de dichas particulas tiene una distribucién de diametro monomodal por debajo de 300 nm;
(iii) dichas particulas tienen un didmetro promedio Z de menos de o igual a 150 nm, como se mide segun la
norma ISO 22412; y

(iv) dicha composicion tiene un potencial zeta igual o superior a 30 mV, de acuerdo con la norma 1SO 13099;

en donde dichas particulas se forman siendo la relacion del nimero de moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina
y el nimero de moles de fosforo de dicho polirribonucledtido de doble cadena en dicha composicién igual o mayor
que 2,5.

Las particulas que estan hechas y formadas por dichos complejos pueden presentar caracteristicas adicionales,
segun la descripcion siguiente, de manera que en realizaciones adicionales, dichas particulas pueden comprender
componentes adicionales tales como excipientes como manitol o glucosa, o la ausencia de otros elementos, tales
como funcionalidad de deteccion de cancer u otros restos y enlazadores. Se pueden definir caracteristicas
adicionales en realizaciones preferidas adicionales cuando las particulas se proporcionan y se analizan dentro de las
composiciones [es decir, dentro de las formulaciones liquidas (acuosas) o liofilizadas], tal como cuando se define
gue tiene una distribucion del tamafio monomodal dentro de intervalos especificos, por ejemplo, entre 30 nm y
150 nm, o cuando la composicion se caracteriza por la ausencia de moléculas de polirribonucleétidos de cadena
sencilla (establecidas por un efecto hipercromico bajo o ausente). Otras caracteristicas que se definen de acuerdo
con los estandares establecidos a nivel internacional que se requieren para la aprobacién reglamentaria y/o
procesos de las buenas practicas de fabricacion se divulgan a continuacion.

En un aspecto preferido de la composicion de la presente divulgacion, al menos el 40 % de los polirribonucleétidos
de doble cadena comprendidos en dicha composicion tiene al menos 850 pares de bases y al menos el 50 % de los
polirribonucledtidos de doble cadena comprendidos en dichas particulas tienen entre 400 y 5000 pares de bases.
Por otra parte, los polirribonucleétidos de doble cadena que estan compuestos en los complejos pueden presentar
intervalos especificos de longitudes que se definen por sus procesos de preparacion y/o de acuerdo con el uso
deseado. Por ejemplo, al menos el 40 %, 50 %, 60 %, o cualquier otro porcentaje mas alto de los polirribonucledtidos
de doble cadena comprendidos en dichas particulas pueden tener al menos 850 pares de bases, y al menos el
50 %, 60 %, 70 % o cualquier otro porcentaje mas alto de los polirribonucleétidos de doble cadena comprendidos en
dichas particulas pueden tener entre 400 y 5000 pares de bases. Intervalos adicionales que pueden definir
polirribonucleétidos de doble cadena que estan comprendidos en dichas particulas son:

() entre el 5% y el 60 % (y preferentemente entre el 10 % y el 30 %) de polirribonucleétidos de doble cadena
gue tienen menos de 400 pares de bases;

(i) entre el 20 % y el 45 % (o entre el 15 % y el 30 %, pero, preferentemente, entre el 20 % y el 30 %) de los
polirribonucleétidos de doble cadena que tienen entre 400 y 850 pares de bases;

(iii) entre el 20 % y el 70 % (y, preferentemente, entre el 50 % y el 60 %) de polirribonucleétidos de doble cadena
que tienen entre 850 y 5000 pares de bases; y/o

(iv) entre el 0 % y el 10 % (y, preferentemente, entre el 1 % y el 30 %) de polirribonucledtidos de doble cadena
gue tienen mas de 5000 pares de bases.

Por tanto, en aspectos mas preferidos de la composicién de la presente divulgacion, al menos el 50 % de los
polirribonucledtidos de doble cadena comprendidos en dicha composicion tiene al menos 850 pares de bases y al
menos el 50 % de los polirribonucleétidos de doble cadena comprendidos en dicha composicion tienen entre 400 y
5000 pares de bases. Alin mas preferentemente, al menos el 60 % de los polirribonucleétidos de doble cadena
comprendidos en dicha composicion tiene al menos 850 pares de bases, al menos el 70 % de dichos
polirribonucleétidos de doble cadena comprendidos en dicha composicion tiene entre 400 y 5000 pares de bases, y
entre el 20 % y el 45 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases.
Incluso mas preferentemente, al menos el 60 % de los polirribonucleétidos de doble cadena comprendidos en dicha
composicion tiene al menos 850 pares de bases, al menos el 70 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena
comprendidos en dicha composicion tiene entre 400 y 5000 pares de bases, y entre el 20 % y el 30 % de dichos
polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases y entre el 10 % y el 30 % de dichos
polirribonucleétidos de doble cadena tienen menos de 400 pares de bases.
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En un aspecto de la presente divulgacion, el polirribonucleétido de doble cadena es, preferentemente, moléculas de
acido poliinosinico-policitidilico [poli(I:C)] o moléculas de &cido poliadenilico-poliuridilico [poli (A:U)]. Mas
preferentemente, el polirribonucleétido de doble cadena es la molécula de acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)].
Dichas moléculas de polirribonucleétidos de doble cadena comprenden hebras de, por ejemplo, poli(l) y poli(A) que
se emparejan con poli(C) y poli(U), respectivamente, formando de este modo polirribonucleétidos de doble cadena,
en el que cada cadena puede comprender hasta 5% de ribonucledtidos diferentes de la mayoria de los
ribonucleétidos en dicha cadena y/o comprenden hasta un 5% de pares de bases desapareadas, mas
preferentemente hasta 1 % de ribonuclettidos diferentes de la mayoria de los ribonucleétidos en dicha cadena y/o
comprenden hasta 1 % pares de bases desapareadas. Dependiendo del polirribonucleétido seleccionado y/o el
proceso para la generacién de dichos complejos, una fraccion de los polirribonucleétidos comprendidos en el
complejo puede comprender también polirribonucledtidos de cadena simple (es decir, no apareados).

En una realizacion preferida, el contenido de polirribonucleétido de cadena sencilla dentro de estas particulas y las
composiciones se evalla sobre la base de la hipercromicidad (o efecto hipercrémico). Este efecto es debido al
aumento de la densidad Optica (absorbancia) de los polinucleétidos de doble cadena cuando esta estructura diplex
se desnaturaliza. La absorcion UV (ultravioleta) de polinucledtidos se incrementa cuando las dos cadenas simples se
estan separando, ya sea por calor o mediante la adiciéon de un agente desnaturalizante o aumentando el nivel de pH.
Por lo tanto hipercromicidad se puede utilizar para comprobar las estructuras de moléculas de poli(l:C) o poli(A:U)
dentro de las particulas a medida que la temperatura (u otra condicién) cambia, determinando de este modo,
respectivamente, la separacion entre las cadenas de poli(l) y las cadenas de poli(C) en las moléculas de poli(l:C) o
la separacion entre las cadenas de poli(A) y las cadenas de poli(U) en las moléculas de poli(l:C). Preferentemente,
dicho contenido de moléculas de poli(l) de cadena sencilla y las moléculas de poli(C) o las moléculas de poli(A) de
cadena sencilla y las moléculas de poli(U) en las particulas es tan bajo como sea posible, tal como se determina
midiendo la absorbancia de la luz en la regién de longitud de onda de 260 nm usando el equipo y los protocolos
estandar. Por ejemplo, este efecto se puede medir usando un espectrofotémetro y, de acuerdo con la Farmacopea
Europea (2.2.25; Espectrofotometria de absorcion, ultravioleta y visible). En particular, las composiciones divulgadas
en el presente documento exhiben menos de un 20 % de aumento en la absorcién a 260 nm entre 20 Ty 80 T,
preferentemente menos de un 10 %, mas preferentemente menos de un 5 %, incluso mas preferentemente, a menos
de 1 % de aumento en la absorcién a 260 nm entre 20 T y 80 . Como alternativa, las composiciones di vulgadas
en el presente documento muestran un aumento de menos de 0,2 en la transmitancia entre la temperatura ambiente
y 40 C, 50 C, 60 C, 70 C, 80 C y 90 C. Este v alor se puede medir como la absorbancia a 260 nm (A) o la
transmitancia (1/A) a temperatura ambiente y, después, calculando la diferencia con el valor respectivo de la
absorbancia o transmitancia a las temperaturas mas altas mencionadas anteriormente.

En una realizacion preferida de la composicion de la presente invencion, la polialquilenimina, o una sal y/o solvato
del mismo, es lineal, ramificada y/o dendritica, mas preferentemente dicha polialquilenimina es una polialquilenimina
lineal. En wuna realizacion mas preferida, dicha polialquilenimina es una homo-polialquilenimina o
heteropolialquilenimina. EI homopolimero o heteropolimero policationico comprende, preferentemente, una unidad
de repeticién formada por un grupo amina y al menos un espaciador de dos carbonos, que comprende por lo tanto
polimeros de homopolialquilenimina o de heteropolialquilenimina que son lineales o ramificadas y/o dendriticas.
Ejemplos de polialquileniminas son polietilenimina, polipropilenimina, polibutilenimina y polipentilenimina, polimeros
mixtos de cualquiera de estos homopolimeros, o cualquiera de los derivados disponibles comercialmente o descritos
de otra manera. Este polimero de polialquilenimina es, preferentemente, soluble en agua. En una realizacién
particularmente preferida de la presente invencion, dicha polialquilenimina es una homopolialquilenimina o
heteropolialquilenimina lineal soluble en agua. En una realizacion ain mas preferida, dicha polialquilenimina
comprende, en particular, una homopolialquilenimina lineal soluble en agua, mas preferentemente comprende al
menos un 95 % de polietileniminas lineales. En una realizaciéon ain mas preferida de la composicion de la presente
invencioén, dicha polialquilenimina es polietilenimina (también conocida como PEI). Por tanto, en una realizacion
especialmente preferida, dicha polialquilenimina es una polietilenimina lineal.

En otra realizacion preferida de la composicion de la presente invencién, el peso molecular promedio en peso de
dicha polialquilenimina es de entre 17 y 23 kDa, ain mas preferentemente entre 17,5 y 22,6 kDa, y tiene un indice
de polidispersidad de peso molecular de <1,5. Dicho peso molecular promedio en peso y dicho indice de
polidispersidad se determinaron para el precursor de 6xido de polialquileno a dicha polialquilenimina de acuerdo con
la norma I1SO 16014:2012, preferentemente mediante cromatografia de permeacién en gel (GPC) segun la norma
ISO 16014-2:2012. El indice de polidispersidad se calcula como My/M, (peso molecular promedio en peso/peso
molecular promedio en nimero) y es inferior a 1,5.

En otro aspecto preferido de la composicion de la presente divulgacion, la relaciéon entre el nUmero de moles de
nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fosforo de dicho polirribonucleétido de doble cadena
en dicha composicién es igual o mayor que 2,5, mas preferentemente entre 2,5 y 5,5, ain mas preferentemente
entre 2,5 y 4,5, ademas, preferentemente, entre 2,5 y 3,5. Esta relaciéon es particularmente importante cuando se
forman las particulas dentro de la composicién y proporcionan composiciones que tienen los efectos y propiedades
deseadas.
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Por lo tanto, como se ha mencionado anteriormente, la presente divulgacion se refiere a una composicién acuosa
que comprende particulas como se divulga en el presente documento, en la que:

(i) cada una de dichas particulas se forma preparando un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble
cadena, o una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina lineal, o una sal y/o solvato de la misma,
en el que dicho polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(I:C)] y el peso
molecular promedio de dicha polialquilenimina lineal es entre 17 y 23 kDa,;

(i) al menos el 90 % de dichas particulas tiene una distribucion de diametro monomodal por debajo de 300 nm;
(i) dichas particulas tienen un diametro promedio Z de menos de o igual a 150 nm, como se mide segun la
norma ISO 22412;y

(iv) dicha composicion tiene un potencial zeta igual o superior a 30 mV, de acuerdo con la norma ISO 13099;

en donde dichas particulas estan formadas a la relacion entre el nimero de moles de nitrdgeno de dicha
polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho polirribonucleétido de doble cadena en dicha
composicion que es igual o mayor que 2,5, mas preferentemente entre 2,5 y 5,5, ain mas preferentemente entre 2,5
y 4,5, ademas, preferentemente, entre 2,5 y 3,5. En un aspecto preferido adicional, dicha composiciéon se forma
haciendo un complejo de al menos 0,5 mg de acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] por ml del volumen total (es
decir, final) de dicha composicion, mas preferentemente de al total de menos 2,0 mg de poli(I:C) por ml del volumen
total de dicha composicion. Por tanto, en un aspecto particularmente preferido de la divulgacion, el
polirribonucledtido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] o acido poliadenilico-poliuridilico
[poli (A:U)], en el que al menos el 60 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena tienen al menos 850 pares de
bases (pb), al menos el 70 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 5000 pares de
bases, y entre 20 % y 45 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases; y
la polialquilenimina comprende al menos 95 % de polietileniminas, en el que el peso molecular promedio en peso de
dicha polialquilenimina es de entre 17 y 23 kDa y el indice de polidispersidad es <1,5, y en el que la relacién entre el
numero de moles de nitrdgeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho
polirribonucleétido de doble cadena utilizado en la formaciéon de dicha composicién (es decir, la relacion entre el
namero de moles de nitrogeno de dicha polialquilenimina y el ndmero de moles de fosforo de dicho
polirribonucledtido de doble cadena usado en la formacién de dichas particulas) esta entre 2,5y 5.5.

En un aspecto particularmente preferido incluso mas preferible de la divulgacion, el polirribonucleétido de doble
cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(I:C)], en el que al menos el 60 % de las moléculas de poli (I:C) tienen
al menos 850 bases pares, al menos el 70 % de dichas moléculas de poli(l:C) tienen entre 400 y 5000 pares de
bases, entre el 20 % y el 30 % de dichas moléculas de poli(I:C) tienen entre 400 y 850 pares de bases, y entre el
10 % y el 30 % de dichas moléculas de poli(1: C) tienen menos de 400 pares de bases; y la polialquilenimina es
polietilenimina, en el que el peso molecular promedio en peso de dicha polialquilenimina esta entre 17,5y 22,6 kDa 'y
el indice de polidispersidad es <1,5 (tal como entre 0,1 y 0,6, medido dentro de la composicion), y en el que la
relaciéon entre el nimero de moles de nitrégeno de dicha polietilenimina y el nimero de moles de fosforo de dicha
poli(l:C) usados en la formacion de dicha composicién (es decir, la relacién entre el nUmero de moles de nitrégeno
de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho polirribonucleétido de doble cadena usado en la
formacion de dichas particulas) esta entre 2,5y 4,5.

En la presente invencion, el indice de didmetro promedio z y el indice de polidispersidad de los didametros de las
particulas comprendidos en la composicién de la presente invenciéon se determinan mediante técnicas de dispersion
de luz dinamica (DLS) segun la suposicion de que dichas particulas son isotropicas y tienen una forma esférica. En
particular, el diametro promedio z (didmetro promedio zeta) se refiere al didmetro hidrodinamico promedio aritmético
ponderado con la intensidad de dichas particulas, tal como se determina segun la norma industrial ISO 22412:2008.
Ademas, la norma industrial ISO 22412:2008 proporciona una medida de la distribucion del diametro de particula
(tamafio) en forma de un indice de polidispersidad y permite el calculo de los percentiles (valores D) conocidos como
D50 % (el diametro maximo de particula por debajo del cual el 50 % de la intensidad de la muestra cae, también
conocido como la mediana del diametro), D90 % (el diametro maximo de particula por debajo del cual el 90 % de la
intensidad de la muestra cae), D95 % (el diametro maximo de particula por debajo del cual el 95 % de la intensidad
de la muestra cae) y D99 % (el diametro maximo de particula por debajo del cual 99 % de la intensidad de la
muestra cae). Por lo tanto, basado en la metodologia presentada en la norma ISO 22412, es posible determinar que
al menos el 95 % (D95) o, preferentemente, el 90 % (D90) de las particulas comprendidas en la composicion de la
presente divulgacion tiene un diametro de menos de o igual a 600 nm, mas preferentemente de menos de o igual a
300 nm, y que dichas particulas tienen un diametro promedio Z de menos de o igual a 200 nm, mas preferentemente
menos de 150 nm.

En un aspecto preferido de la composicion de la presente divulgacion, dichas particulas tienen una distribucién de
diametro monomodal, en particular dentro del intervalo de submicrémetros indicado anteriormente. De hecho, en un
aspecto, la composicién acuosa de la presente divulgacion comprende particulas, en la que al menos el 90 % de
dichas particulas tiene una distribuciéon de diametro monomodal por debajo de 300 nm, en el que dichas particulas
tienen un didmetro promedio Z de menos de o igual a 150 nm, tal como se mide segin la norma 1SO 22412. Las
particulas (0 sus agregados) que tienen un tamafio superior a dichos valores (por ejemplo, en el intervalo de
micrémetros, tal como superior a 10 um) que pueden estar todavia presentes (pero, en cualquier caso por debajo de
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los limites indicados en la Farmacopea Europea) se puede retirar por filtracion, al final de la fabricacién y/o justo
antes de la administracion (por ejemplo, a través de un filtro de 0,8 micrémetros). De este modo, la totalidad o la
gran mayoria de las particulas comprendidas en esta composicion pueden presentar una distribucién de diametro
monomodal dentro de la composicién que, como se muestra en los Ejemplos, se establece durante su preparacion y
puede mantenerse y adaptarse segun el uso deseado y/o almacenamiento.

En otro aspecto preferido de la presente divulgacion, al menos el 95 % o el 90 % de dichas particulas tiene un
didametro de menos de o igual a 600 nm (es decir, el diametro maximo de particula por debajo del cual el 95 % o el
90 % de la intensidad de la muestra cae = D95 % o D90 % = 600 nm), mas preferentemente no superior al diametro
de 500 nm, todavia mas preferentemente no superior al diametro de 400 nm, y aun mas preferentemente no superior
al diametro de 300 nm. Dentro de dichos limites, incluso mas preferentemente, al menos el 99 % de dichas
particulas tiene un didmetro de menos de o igual a 600 nm, alin mas preferentemente al menos el 99 % de dichas
particulas tiene un didmetro de menos de o igual a 500 nm, mucho mas preferentemente al menos el 99 % de dichas
particulas tiene un diametro de menos de o igual a 400 nm y aun mas preferentemente no superior al diametro de
300 nm. Por otro lado, en una realizacion preferida, dichas particulas tienen una mediana del diametro (D50 %) entre
75 y 150 nm, mas preferentemente entre 80 y 130 nm, y un D90 % de entre 140 y 250 nm, mas preferentemente
entre 170 y 240 nm.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, dichas particulas tienen un diametro promedio z en intervalos
comprendidos entre 30 nm y 150 nm (tales como, ademas, preferentemente entre 50 nm y 150 nm, entre 75 nm y
150 nm, entre 50 nm y 100 nm, entre 100 nm y 150 nm, o entre 60 nm y 130 nm). Mas preferentemente, dichas
particulas de la composicién acuosa de la presente invencion tienen una distribucién de diametro monomodal entre
30 nmy 150 nm.

Por lo tanto, en realizaciones mas particularmente preferidas: (i) al menos el 99 % de las particulas comprendidas en
la composicion de la presente invencion tienen un didmetro de menos de 600 nm, por lo que dichas particulas tienen
un diametro promedio z de entre 30 nm y 150 nm; y (ii) al menos el 99 % de las particulas comprendidas en la
composicion de la presente invencion tienen un didmetro de menos de o igual a 500 nm, con lo que dichas particulas
tienen un diametro promedio z de entre 60 nm y 130 nm y tienen una mediana del didametro (D50 %) entre 75 y
150 nm.

En una realizacion preferida de la presente invencion, dicha composicidn es obtenible mediante la liofilizacién de las
composiciones acuosas descritas en el presente documento. Asi, la composicion de la invencion puede ser una
composicion acuosa o liofilizada. Por tanto, la composicion de la presente invencién (en lo sucesivo formulacion BO-
11X, en la que X puede ser un nimero entero tal que una formulaciéon BO-11X abarca, por ejemplo, una formulacion
BO-111 y BO-112) puede proporcionarse en un sélido (como una forma liofilizada u otra altamente concentrada de
las particulas), semisélido (como un gel) o en forma liquida, pero es preferible como una composicion liquida (tal
como una composicién acuosa u otro tipo de suspension de particulas que puede inyectarse o inhalarse). Las
formulaciones BO-11X se pueden utilizar, enviar y almacenar como tales, o se pueden utilizar para la obtencion de
una forma liofilizada para usos especificos, envio, almacenamiento, administracion con otros compuestos, y/o mas
requisitos técnicos. Con respecto al proceso y el equipo de liofilizacién, la liofilizacion clasica o métodos mas
recientes (tal como electro-congelacion, control con ultrasonidos o niebla helada), puede adaptarse para la
manipulaciéon y fabricacién de las formulaciones BO-11X, también cambiando parametros tales como el pH, la
velocidad de aire de secado, el tiempo, la humedad, la presion o la temperatura.

Por lo tanto, en un aspecto mas preferido, la composiciéon de la presente divulgacion comprende particulas en
donde:

(i) cada una de dichas particulas comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o
una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o solvato del mismo; en el que

(@) dicho polirribonucledtido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] o &acido
poliadenilico-poliuridilico [poli (A:U)], en el que al menos el 60 % de dichos polirribonucleétidos de doble
cadena tienen, por lo menos, 850 pares de bases, al menos el 70 % de dicha polirribonucleétidos de doble
cadena tienen entre 400 y 5000 pares de bases, y entre el 20 % y el 45 % de dichos polirribonucleétidos de
doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases; y

(b) dicha polialquilenimina comprende al menos el 95 % de polietileniminas, en el que el peso molecular
promedio de dicha polialquilenimina esta entre 17 y 23 kDa y el indice de polidispersidad es <1,5, y en el que
la relacién entre el nimero de moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo
de dicho polirribonucleétido de doble cadena utilizado en la formacién de dicha composicién (es decir, la
relacién entre el nimero de moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de
dicho polirribonucleétido de doble cadena utilizado en la formacion de dichas particulas) esta entre 2,5y 5,5;

(i) al menos el 99 % de dichas particulas tiene un diametro de menos de o igual a 600 nm, preferentemente, al

menos el 95 % de dichas particulas tiene un didmetro de menos de o igual a 400 nm; y
(iii) dichas particulas tienen un didametro promedio z de entre 30 nm y 150 nm.
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En otro aspecto mas preferido, la composicion de la presente divulgacion es una composicion acuosa que
comprende particulas en donde:

(i) cada una de dichas particulas comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o
una sal o solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o solvato del mismo; en el que

(@) dicho polirribonucledtido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] o éacido
poliadenilico-poliuridilico [poli (A:U)], en el que al menos el 60 % de dicho poli(l:C) tiene al menos, 850 pares
de bases, al menos el 70 % de dicho [poli (A:U)] tiene entre 400 y 5000 pares de bases y entre el 20 % vy el
45 % de dicho poli(I:C) tiene entre 400 y 850 pares de bases; y

(b) dicha polialquilenimina es polietilenimina (PEI), en la que el peso molecular promedio en peso de dicha
PEI esta entre 17,5y 22,6 kDa y el indice de polidispersidad es <1,5, y en el que la relacion entre el nimero
de moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho polirribonucledétido
de doble cadena utilizado en la formacion de dicha composicion (es decir, la relacion entre el nimero de
moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho polirribonucleétido de
doble cadena utilizado en la formacién de dichas particulas) esta entre 2,5y 4,5;

(ii) al menos el 99 % de dichas particulas tiene un didmetro de menos de o igual a 500 nm, preferentemente, al
menos el 95 % o el 90 % de dichas particulas tiene una distribucion del diametro monomodal inferior a 300 nm;
(iii) dichas particulas tienen un diametro promedio z de entre 60 nm y 130 nm; y

(iv) dichas particulas tienen una mediana del diametro (D50 %) de entre 75 nmy 150 nm.

Las formulaciones BO-11X pueden, en una realizacion preferida de la presente invencion, proporcionarse como
composiciones que comprenden ademas un vehiculo, excipiente, disolvente organico y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable [tal como glicerol, etanol, glucosa o manitol, preferentemente glucosa o manitol, mas
preferentemente en una concentracién de entre 1 y 10 % (peso/volumen)] [es decir, en el que dicha composicion se
forma afadiendo adicionalmente glucosa o manitol en una concentraciéon de entre 1 y 10 % (peso/volumen total de
dicha composicién)] que se adapta mejor a la forma final preferida (como liquida o liofilizada), usos, envio,
almacenamiento, administracién con otros compuestos y/o requisitos técnicos adicionales. En una realizacion mas
preferida, dicha composicion comprende ademas al menos un compuesto seleccionado de entre un compuesto
organico, un compuesto inorganico, un acido nucleico, un aptamero, un péptido o una proteina.

En un aspecto, la composicion acuosa de la presente invencién tiene un potencial zeta igual o superior a 30 mV,
preferentemente entre 35 y 50 mV o entre 38 y 45 mV, aun mas preferentemente entre 40 y 45 mV, de acuerdo con
la norma ISO 13099.

En otra realizacion de la composicion de la presente invencion, dicha composicion es una composicion acuosa que
tiene:

(i) un pH de entre 2y 3,4;

(i) una osmolalidad de entre 200 y 600 mOsm/kg;

(i) una rotacion éptica especifica de entre +1500 y +3750 grados.ml.g'l.dm'1 a una longitud de onda de 589 nm a
20 T cuando dicha composicion acuosa comprende 5 % (peso/volumen) de D-glucosa en agua, en relacion con
agua; y/o

(iv) un potencial zeta mayor o igual a 30 mV (por ejemplo, comprendido entre 35 y 50 mV).

En una realizacion todavia mas preferida de la presente invencion, dicha composicién es una composiciéon acuosa
que tiene:

(i) un pH de entre 2y 3,4;
(i) una osmolaridad de entre 200 y 600 mOsm/kg; y/o
(i) un potencial zeta mayor o igual a 30 mV (por ejemplo, comprendido entre 35y 50 mV).

En una realizacion especialmente preferible, dicha composicién es una composicién acuosa que comprende glucosa
0 manitol que tiene:

(i) un pH de entre 2y 4; y/o
(i) una osmolaridad de entre 200 y 600 mOsm/kg.

En una realizacion adicionalmente preferente de la presente invencién, dicha composicion es una composicion
acuosa que comprende glucosa, que tiene:

(i) un pH de entre 2,7 y 3,4;

(i) una osmolaridad de entre 200 y 340 mOsm/kg; y/o
(i) un potencial zeta comprendido entre 35 y 50 mV o entre 38 y 45 mV, aln mas preferentemente entre 40 y
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45 mV.

En una realizacién alternativa adicionalmente preferible, dicha composiciébn es una composicién acuosa que
comprende manitol que tiene:

(i) un pH de entre 2,7y 3,4;

(i) una osmolaridad de entre 200 y 600 mOsm/kg; y/o

(i) un potencial zeta comprendido entre 35 y 50 mV o entre 38 y 45 mV, aln mas preferentemente entre 40 y
45 mV.

Para los fines de la presente invencion, los valores de osmolaridad notificados en el presente documento son valores
estrictamente de osmolalidad, pero dado que la densidad del agua (el disolvente en el que se preparan las
composiciones acuosas de la presente invencién) se aproxima a 1,00 g/ml a 20 C estos términos se usan
indistintamente. Para los fines de la presente invencion, la temperatura ambiente se refiere a una temperatura entre
20y 25 .

En la presente invencién, el potencial zeta se mide de acuerdo con la norma ISO 13099, preferentemente 13099-2:
2012.

La presente invencion se refiere también a una composicién, como se divulga en el presente documento, para su
uso como un medicamento. Analogamente, la presente invencion, por lo tanto, también se refiere al uso de la
composicion, como se describe en la presente memoria, para la fabricaciéon de un medicamento. Este uso puede
lograrse proporcionando la composicion como una composicion liquida (acuosa) o liofilizada en la que las moléculas
de poli(l:C) y las particulas que la comprenden estan en una forma altamente estable y a una concentracion elevada
(por ejemplo, en la que dicha composicion se forma haciendo un complejo que usa al menos 0,5 mg, 0,7 mg/ml,
0,9 mg/ml, hasta 2,0 mg de acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] o méas por ml del volumen total (es decir, final)
de dicha composicién.

Estas composiciones estan particularmente adaptadas para la administracion directa a las células cancerosas, por
ejemplo, mediante inyeccién intratumoral o peritumoral en la piel o un 6rgano o tejido interno que comprende tales
tumores y células cancerosas. En una realizacion preferente de la presente invencién, dicho medicamento es
inyectable. En una realizacién mas preferente de la presente invencion, dicho medicamento es una composicion
acuosa inyectable, que comprende opcionalmente un vehiculo, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable. Esta composicion acuosa inyectable puede proporcionarse como tal o después de diluir una preparacién
concentrada de moléculas de poli(l:C) (a una concentracion de al menos 0,5 mg de poli(l:C)/ml del volumen total de
la composicién que se va a preparar, 0 mas, seguin se establece al preparar las particulas en términos del peso
respectivo de las moléculas de poli(l:C) que se agregan a un volumen dado de solucién) o una composicion
liofilizada para formar un volumen total de la composicién de la invencion. Esto significa que dicha composicion se
proporciona en las concentraciones anteriores determinadas en términos del peso de poli(l:C) empleado para
preparar el complejo por volumen de la composicion acuosa total, pero puede concentrarse cuando sea apropiado,
especialmente para el almacenamiento a largo plazo y/o la administracién intratumoral. En particular, la formulacién
BO-11X con moléculas de poli(I:C) de doble cadena a concentraciones tan altas (es decir, las obtenidas a partir de
particulas que comprenden un complejo formado formando un complejo de al menos 0,5mg hasta 0,7 mg,
preferentemente 0,9 mg, mas preferentemente 2,0 mg o mas, de poli(l:C) con PEI lineal por ml de la composicion
acuosa total) es la mas apropiada para administracion y uso como medicamento. La inyeccion intratumoral o
peritumoral de dicha composicién (dependiendo también de la accesibilidad real y/o el tamafio de la masa tumoral
evaluados por el médico) en una o0 mas ubicaciones pequefias o restringidas en las que los tumores y las células
cancerosas estan presentes, puede proporcionar un efecto terapéutico mas fuerte y/o mas a tiempo.

Ademas, la presente invencion se refiere, adicionalmente, a una composicién, como se divulga en el presente
documento, para su uso en el tratamiento de un trastorno del crecimiento celular caracterizado por un crecimiento
anomalo de células humanas o animales. Tal tratamiento puede implicar la administracion combinada de la
composicion de la presente invencién con otro tratamiento terapéutico, tal como otro farmaco especifico para el
cancer (siendo un anticuerpo dirigido a un antigeno de cancer o una vacuna contra el cancer, por ejemplo) o un
tratamiento de referencia (tal como radioterapia o quimioterapia). La administracion combinada puede proporcionar
no solo un efecto terapéutico aditivo sino también otros efectos valiosos, tales como reducir la dosificacion del otro
farmaco necesario para lograr un beneficio terapéutico similar, reducir efectos secundarios o proporcionar un efecto
de mayor duraciéon y/o sinérgico sobre los tumores y las células cancerosas. De forma analoga, la presente
invencion, por lo tanto, también se refiere al uso de la composicion, tal como se divulga en el presente documento,
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno del crecimiento celular caracterizado por
un crecimiento anémalo de células humanas o animales. Para los fines de la presente invencion, el crecimiento
andmalo se caracteriza por una division y/o diferenciacion celular no controlada.

En una realizacion mas preferente, dicho trastorno de crecimiento celular es cancer o un trastorno ginecolégico

caracterizado por un crecimiento andmalo de células de los 6rganos reproductores de mamiferos hembra. El cancer
al que se hace referencia en la presente invencion es, preferentemente, uno o mas de carcinoma de células basales;
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cancer de vias biliares; cancer de vejiga; cancer de hueso; cancer de cerebro y del sistema nervioso central; cancer
de mama; cancer del peritoneo; coriocarcinoma; cancer de tejido conectivo; cancer del sistema digestivo (que
incluye cancer de eséfago, estdmago, colon, recto u otro cancer gastrointestinal); cancer de ojo; cancer de la cabeza
y cuello; glioblastoma; carcinoma hepatico; hepatoma; neoplasia intraepitelial; cancer renal, suprarrenal o renal;
leucemia; cancer de higado; cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmoén no
microcitico, adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso de pulmén); melanoma; mieloma; neuroblastoma;
cancer de la cavidad oral (por ejemplo, cancer de labio, laringe, lengua, boca o faringe); cancer de pancreas; cancer
de prostata; retinoblastoma; rabdomiosarcoma; cancer del sistema respiratorio; carcinoma de glandula salival;
cancer de piel; cancer de células escamosas; cancer testicular; cancer de tiroides; cancer de Gtero, endometrial,
cervical, vulvar, ovarico u otro cancer ginecoldgico; cancer del sistema urinario; linfoma, incluyendo linfoma de
células B, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin (LNH), incluyendo tipos especificos, tales como linfocitico de grado
bajoffolicular, linfocitico pequefio, de grado intermedio/folicular, difuso de grado intermedio, inmunoblastico de alto
grado, linfoblastico de alto grado, células redondas no hendidas o NHL de enfermedad voluminosa); linfoma de
células del manto y relacionado con el SIDA; leucemia linfocitica crénica; leucemia linfoblastica aguda; leucemia de
células pilosas; leucemia mieloblastica crénica; asi como otros carcinomas y sarcomas; trastorno linfoproliferativo
postrasplante (PTLD), asi como proliferacién vascular andmala asociada con facomatosis o edema (tales como los
asociados con tumores cerebrales). Mas preferentemente, dicho cancer se selecciona de uno o mas de cancer de
vejiga; cancer de hueso; cancer de cerebro y del sistema nervioso central; cancer de mama; cancer del sistema
digestivo (incluyendo, cancer de eséfago, estbmago, colon, recto u otro cancer gastrointestinal); cancer de cabezay
cuello; glioblastoma; carcinoma hepatico; hepatoma; cancer renal, suprarrenal o renal; leucemia; cancer de higado;
cancer de pulmén; melanoma; mieloma; neuroblastoma; cancer de pancreas; cancer de préstata; cancer del sistema
respiratorio; cancer de piel; cancer testicular; cancer de tiroides; cancer de Utero, endometrial, cervical, vulvar,
ovarico u otro cancer ginecoldgico; cancer del sistema urinario; linfoma o leucemia. Ain mas preferentemente, dicho
cancer se selecciona de uno o mas de un carcinoma, glioma, melanoma o sarcoma, incluso mas preferentemente
melanoma, cancer de prostata, cancer de colon, cancer de mama o cancer de pancreas, o, como alternativa,
melanoma o cancer de pancreas.

Los drganos reproductores de mamiferos hembra a los que se hace referencia en la presente invencién son los
organos sexuales de mamiferos hembra localizados entre la vagina y las trompas de Falopio, ambos incluidos.
Dichos 6rganos reproductores de la presente invenciéon son el Utero, las trompas de Falopio (que comprenden la
unién Utero-tubarica), los ovarios, el cuello uterino y la vagina, preferentemente el Gtero, las trompas de Falopio y el
cuello uterino, mas preferentemente el Gtero de mamifero. Por lo tanto, el trastorno ginecolégico de la presente
invencién es una enfermedad que afecta al menos a una célula del tracto reproductor femenino de mamifero
localizado entre la vagina y las trompas de Falopio, preferentemente el Utero, las trompas de Falopio y el cuello
uterino. En la presente invencion, un trastorno ginecolégico es, mas preferentemente, una enfermedad que afecta al
menos a una célula en un tejido del utero de mamifero. En una realizacion mas preferente, el trastorno ginecolégico
se selecciona entre endometriosis o leiomioma.

En la presente invencion, el mamifero es, preferentemente, hominido, bovino, equino, canino, felino, ovino, porcino,
camélido, caprino o cervino. Ademas, preferentemente, dicho mamifero es un ser humano, perro, vaca, caballo o
camello, incluso mas preferentemente un ser humano o un perro, y de la forma mas preferente un ser humano.

Por lo tanto, las formulaciones BO-11X pueden presentar una combinaciéon de componentes y otras caracteristicas
fisicoquimicas que proporcionan efectos de interés médico (tales como para tratar canceres tales como melanoma o
carcinomas) y que, preferentemente, se pueden obtener mediante la aplicacién un proceso compatible con requisitos
regulatorios e industriales, como los aplicables a la fabricacion de medicamentos. En particular, las etapas de
produccién de BO-11X se llevan a cabo en estricto cumplimiento con los requisitos de las buenas practicas de
fabricacion vigentes en Europa (especificamente, el Anexo 13), EE.UU., Japén y/u otros paises, y/o con los
requisitos para la aprobacion del Dossier de Medicamento en investigacién (IMPD). Las formulaciones BO-11X
deben superar las pruebas de esterilidad, pureza, estabilidad y bioseguridad (ausencia o sustancialmente libre de
endotoxinas, virus, bacterias, productos quimicos, metales u otros contaminantes que sean incompatibles con el uso
en seres humanos). Por ejemplo, el nivel de endotoxinas no debe ser mayor de 1,0 UE/mg o 1 ug/ml, utilizando kits
de deteccion oficialmente aprobados.

Tales componentes y caracteristicas que caracterizan adicionalmente las formulaciones BO-11X (como la
composicion o las particulas divulgadas en el presente documento), pueden ser uno o mas de los siguientes:

(i) una composicion que comprende un vehiculo, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable, con o
sin otro compuesto organico adicional (tal como disolvente), compuesto inorganico, acido nucleico, aptamero,
péptido o proteina que tiene interés médico que estd comprendido en las particulas mismas (por ejemplo,
durante su fabricacién) o mas tarde afiadido a la composiciéon que comprende estas particulas;

(i) particulas formadas por una polialquilenimina (tal como PEI lineal), en particular que tiene un peso molecular
promedio en peso entre 17 y 23 kDa, mas preferentemente entre 17,5y 22,6 kDa;

(iii) una composicién que comprende particulas formadas formando un complejo usando polirribonucleétidos de
doble cadena a una concentracion de al menos 0,5 mg/ml del volumen total (es decir, final) de dicha composicion
(por ejemplo, de 0,5 mg/ml a 0,7 mg/ml, 0,9 mg/ml, 2 mg/ml 0 mas);
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(iv) particulas que comprenden una polialquilenimina y polirribonucleétidos de doble cadena que se forman en
una relacion entre el nimero de moles de nitrégeno de dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo
de dicho polirribonucleétido de doble cadena (es decir, la relacién entre el nUmero de moles de nitrégeno de
dicha polialquilenimina y el nimero de moles de fésforo de dicho polirribonucleétido de doble cadena usado en la
formacion de dichas particulas) es igual o mayor que 2,5, mas preferentemente entre 2,5 y 5,5, ain mas
preferentemente entre 2,5y 4,5, ain mas preferentemente entre 2,5y 3,5;

(v) particulas que tienen una distribucion del diametro monomodal con un diametro promedio Z, como se define
en el presente documento y medido segun la norma I1SO 22412, preferentemente por debajo de 200 nm, mas
preferentemente por debajo de 150 nm e incluso mas preferentemente en intervalos comprendidos entre 150 nm
y 30 nm (tal como entre 150 nm y 50 nm, entre 150 nm y 75 nm, entre 100 nm y 50 nm, entre 150 nm y 100 nm,
o entre 60 nm y 130 nm);

(vi) particulas que tienen una distribucién del diametro monomodal, determinada a partir de la distribucién de
diametros segun la norma ISO 22412, que esta representada por valores D de D50 % (el diametro maximo de
particula por debajo del cual cae el 50 % de la intensidad de la muestra, también conocido como la mediana del
diametro) entre 75 y 150 nm y D90 % (el diametro maximo de particula por debajo del cual cae el 90 % de la
intensidad de la muestra) entre 140 y 250 nm;

(vii) al menos el 95 % de las particulas tienen un diametro de 600 nm, preferentemente un diametro de 500 nm,
mas preferentemente un diametro de 400 nm e incluso mas preferentemente un diametro de 300 nm. Aln mas
preferentemente, al menos el 90 % de dichas particulas tiene una distribuciéon de didmetro monomodal por
debajo de 300 nm;

(viii) una composiciéon que presenta una osmolaridad comprendida entre 200 y 600 mOsm/kg, preferentemente
una composicion acuosa que comprende 5 % (peso/volumen) de glucosa que presenta una osmolaridad
comprendida entre 200 y 400 mOsm/kg, mas preferentemente entre 260 y 340 mOsm/kg;

(ix) una composicién que presenta un pH comprendido entre 2,7 y 3,4;

(x) una composiciéon acuosa que comprende un 5 % (peso/volumen) de D-glucosa que presenta una rotacion
Optica especifica de entre +1500 y +3750 grados.ml.g'l.dm'1 a una longitud de onda de 589 nm a 20 € en agua,
en referencia con el agua; y/o

(xi) una composicién que presenta un potencial zeta igual o superior a 30 mV, tal como 38 mV, preferentemente
comprendido entre 35 y 50 mV, o, mas preferentemente, comprendido entre aproximadamente 40 y 45 mV (por
ejemplo, 43 mV), como se define en el presente documento y medido de acuerdo con la norma ISO 13099.

En una realizacion preferente, la presente invencion puede referirse a las composiciones de la reivindicacion 1, en
particular para uso farmacéutico, que comprenden particulas en las que dichas particulas comprenden complejos de
polinucleétidos de doble cadena con un homopolimero o heteropolimero policatiénico soluble en agua en el que
dichas particulas se caracterizan por una distribucién del diametro monomodal que se define por tener un diametro
inferior a 600 nm, preferentemente inferior o igual a 300 nm y un diametro promedio z de entre 30 nm y 150 nm.

En otra realizacion preferente, los polirribonucleétidos de doble cadena son moléculas de poli(l:C) que estan
presentes en las formulaciones de BO-11X y que resultan de la hibridaciéon de las moléculas de acido poliinosinico
[poli(D] y acido policitidilico [poli(C)] de cadena sencilla que tienen intervalos especificos de porcentajes para
tamafos por debajo de 0,4 kb, entre 0,4 Kb y 0,85 Kb, entre 0,85 Kb y 5,0 Kb, y por encima de 5,0 Kb, como se
indica en los Ejemplos, que también proporciona medios para generar una solucién acuosa de moléculas de poli(l:C)
(que ya contiene 0 no un excipiente, tal como glucosa o manitol) y tiene caracteristicas apropiadas para mezclarse
con una solucién acuosa de una polietilenimina para producir las formulaciones de BO-11X. La formulacion que
contiene poli(l:C) resultante de mezclar estas dos soluciones acuosas se mantiene como una preparacion
discontinua (preferentemente ain como una solucién acuosa o en forma liofilizada) o se puede preparar
directamente en alicuotas, cada una contenida en viales de un solo uso, jeringas u otro recipiente apropiado para el
almacenamiento, un solo uso de tales alicuotas y/o liofilizacion. Las formulaciones BO-11X (en forma liquida o
liofilizada) se pueden almacenar a temperatura ambiente o a una temperatura inferior a 0 € o inferior a -20 C.

En dicha realizacion preferente, otros compuestos (tales como uno 0 mas anticuerpos, hormona, péptido, excipiente,
vehiculo, inhibidor de una actividad enzimatica, agente quimioterapéutico, antibiético, agente estabilizante, agente
marcador, disolvente organico, conservantes, vehiculos u otro farmaco) pueden afadirse en cada una de las dos
soluciones acuosas (si no altera la formacién correcta de las particulas o cualquier otra de las caracteristicas
enumeradas anteriormente para las formulaciones BO-11X) antes de su mezcla o después de producir dicha
formulacion de BO-11X mezclando las dos soluciones acuosas (de polirribonucleétido de doble cadena
polialquilenimina). Dichos componentes adicionales que se administran, en consecuencia, al mismo tiempo con
componentes de BO-11X pueden proporcionar una composicion con mejoras en la biodisponibilidad, eficacia,
perfiles farmacocinéticos/farmacodinamicos, estabilidad, metabolizacién u otras propiedades de interés farmacéutico
que no se observan cuando cada una de las formulaciones iniciales de BO-11X o el componente adicional (otro
compuesto de interés farmacéutico, por ejemplo) se administran solas, o cada una de las formulaciones iniciales de
BO-11X o el componente adicional se administran por separado.

En una realizacion principal preferente adicional, la formulacién de BO-11X es para su uso como un medicamento,

tal como una composicion farmacéutica que se formula (por ejemplo, como una composicidon acuosa inyectable, que
comprende opcionalmente un vehiculo, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable) y se administra para
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la administracién de polirribonucleétidos de doble cadena a un érgano o tejido en un estado saludable, presentando
una enfermedad relacionada con un agente patdgeno exdgeno (tal como una bacteria o un virus) o presentando una
alteracion debida a un trastorno de crecimiento celular caracterizado por un crecimiento anémalo de células
humanas o animales, por ejemplo, debido a cancer (es decir, que implica transformacion tumorigénica, metastasis,
compuesto téxico), o un trastorno ginecoldgico caracterizado por crecimiento andmalo de células de los 6rganos
reproductores femeninos de mamiferos). Por lo tanto, en un aspecto preferido, la presente divulgacién se refiere a
un método de tratamiento de una enfermedad que comprende administrar la composicién del presente documento
descrita a un ser humano o animal. En un aspecto preferido adicional, la presente divulgacién se refiere a un método
de tratamiento de un trastorno de crecimiento celular caracterizado por el crecimiento andmalo de células humanas
0 animales, como se define en el presente documento, que comprende administrar la composiciéon descrita en el
presente documento a un ser humano o animal.

Preferentemente, la formulacién BO-11X se usa en métodos para inducir (directa o indirectamente) la muerte de la
célula tumoral o suprimir el crecimiento de la célula tumoral, en el ambito del tratamiento, reduccion, mejora o
prevencion del crecimiento del cancer, supervivencia, metastasis, transicion epitelio-mesenquimatoso, escape
inmunitario o recurrencia. Mas preferentemente, las formulaciones BO-11X se usan en métodos para tratar tumores
sélidos, tales como carcinomas, gliomas, melanomas o sarcomas. En particular, la formulacion BO-11X se
administra por via sistémica o mas directamente dentro o en un lugar cercano al tumor, tal como en el margen de la
masa tumoral, en las células epiteliales circundantes, los vasos linfaticos o sanguineos (por ejemplo, inyeccion
intratumoral o peritumoral) o las células que crecen de manera anémala de los érganos reproductores femeninos de
mamiferos.

En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X es la que se produce segun los métodos de fabricacion y, luego,
se define estructural y funcionalmente, como se describe en los Ejemplos como formulaciones de BO-111 o BO-112.
La formulacion de BO-11X puede mostrar adicionalmente las actividades biolégicas que se caracterizaron por BO-
110 como se describe en el documento W02011003883, concretamente la activacion de una helicasa familiar MDA-
5 o el nivel de expresién de NOXA, en combinacién con la induccién de autofagia en células cancerosas o en una
linea celular derivada de células cancerosas, preferentemente de origen humano, aunque en un grado mejorado.
Ejemplos de lineas celulares para validar formulaciones de BO-11X son células SK-Mel-19, SK-Mel-28, SK-Mel-103
y SK-Mel-147 humanas y las células B16 murinas, dichas lineas celulares de melanoma que se presentan una
expresion aumentada de moléculas, tales como interferon Beta cuando se exponen a una formulacién BO-11X.
Ademas, la formulacién BO-11X no presenta toxicidad contra las células normales que se usan como controles, tales
como los melanocitos u otras células de la piel, asi como las células del sistema inmunoldgico, que generalmente
representan sitios de toxicidad secundaria en el tratamiento del cancer. La formulacion BO-11X también puede,
después de la autofagia y la apoptosis de las células cancerosas (0 cualquier otro efecto de interés terapéutico que
esta formulaciéon pueda inducir en tales células), inducen la liberacion de antigenos de células cancerosas que
pueden actuar como inductores de una respuesta inmunolégica especifica de tumor, en particular, cuando se
administra la formulacion BO-11X localmente a células cancerosas o tumores (por ejemplo, mediante inyeccién
peritumoral o intratumoral, administrando BO-11X al margen de la masa tumoral, en células epiteliales circundantes,
vasos linfaticos o vasos sanguineos, o directamente dentro de la masa tumoral), con o sin la administracion
simultanea o administracién secuencial de otro farmaco u otro tratamiento para la misma indicacion.

La presente invencion también se refiere a un proceso para la fabricacion de la composicion de la reivindicacion 1,
como se divulga en el presente documento, que comprende:

(i) proporcionar una solucién acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente orgéanico, excipiente y/o adyuvante;

(ii) filtrar de forma independiente cada solucion a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 500 nm para formar soluciones esterilizadas;

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adiciébn de una de dichas soluciones a la otra solucién en dicha camara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccién, a una velocidad mayor o igual a 1 ml/min, o mediante la adiciéon simultanea
de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccién, a una
velocidad mayor o igual a 1 ml/min; y, opcionalmente,

(iv) filtrar la composicidn acuosa resultante a través de un filtro que tiene un didmetro de poro menor o igual a
600 nm para formar un filtrado o centrifugar la composicion acuosa resultante a una cantidad mayor o igual a
22480 m/s? para formar un sobrenadante; y/o

(v) liofilizar la composiciéon acuosa, filtrado o sobrenadante resultante.

Por tanto, en una realizacion preferente, la presente invencion puede hacer referencia a un proceso para la
fabricacion de la composicion de la reivindicacion 1, como se divulga en el presente documento, que comprende:

(i) proporcionar una solucion acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
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ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente orgéanico, excipiente y/o adyuvante;

(i) filtrar de forma independiente cada solucion a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 500 nm para formar soluciones esterilizadas; y

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adiciébn de una de dichas soluciones a la otra solucién en dicha camara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccion, a una velocidad mayor o igual a 1 ml/min, o mediante la adicién simultanea
de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccién, a una
velocidad mayor o igual a 1 ml/min; vy,

(iv) liofilizar opcionalmente la composicion acuosa resultante.

Ademas, en otra realizacion preferente, la presente invencién puede hacer referencia a un proceso para la
fabricacion de la composicion de la reivindicacion 1, como se divulga en el presente documento, que comprende:

(i) proporcionar una solucién acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente orgéanico, excipiente y/o adyuvante;

(i) filtrar de forma independiente cada solucion a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 500 nm para formar soluciones esterilizadas;

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adiciébn de una de dichas soluciones a la otra solucién en dicha camara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccién, a una velocidad mayor o igual a 1 ml/min, o mediante la adiciéon simultanea
de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccién, a una
velocidad mayor o igual a 1 ml/min; vy,

(iv) filtrar la composicidn acuosa resultante a través de un filtro que tiene un didmetro de poro menor o igual a
600 nm para formar un filtrado o centrifugar la composicion acuosa resultante a una cantidad mayor o igual a
22480 m/s® para formar un sobrenadante; y

(v) opcionalmente liofilizar el filtrado o sobrenadante resultante.

Mas preferentemente, el procedimiento de la presente invencion no comprende una etapa final de liofilizacion. En el
proceso de la presente invencién, dicho polirribonucleétido de doble cadena, dicha polialquilenimina y dicho vehiculo
farmacéuticamente aceptable, disolvente organico, excipiente y/o adyuvante son como se describen en el presente
documento. La esterilizacion de cada solucion para formar soluciones esterilizadas se lleva a cabo mediante el
filtrado de manera independiente de dichas soluciones a través de un filtro que tiene un diametro de poro de menos
de o igual a 500 nm, preferentemente filtrando independientemente dichas soluciones a través de un filtro que tiene
un diametro de poro de menos de o igual a 300 nm, mas preferentemente filtrando dicha soluciones a través de un
filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o igual a 200 nm. Preferentemente, la mezcla de los filtrados
resultantes se lleva a cabo a través del transporte convectivo a gran escala de contracorriente y, posteriormente, a
través de la eliminacion de las diferencias de concentracion a través de transporte puramente difusivo. La camara de
mezcla puede ser cualquier cdmara o recipiente en el que comienza la mezcla de dichas soluciones, tal como un
frasco, reactor o mezclador Mas preferentemente, dicha camara de mezclado tiene un volumen fijo de entre 0,1 y
20 ml, ademas, preferentemente, entre 0,2 y 10ml, mucho mas preferentemente entre 0,5 y 8 ml. Mas
preferentemente, la mezcla se lleva a cabo mediante la adicion, opcionalmente mediante inyeccién, a una velocidad
de entre 1 ml/min y 2000 ml/min, ain mas preferentemente entre 10 y 1000 ml/min, ademas, preferentemente, a
entre 20 y 500 ml/min. El filtrado opcional de la composiciéon acuosa resultante para formar o recoger un filtrado
puede llevarse a cabo posteriormente a través de un filtro que tiene un diametro de poro de menos de o igual a
600 nm, preferentemente no superior al diametro de 500 nm, mas preferentemente no superior al diametro del
400 nm, aln mas preferentemente no superior al diametro de 300 nm. Como alternativa, la centrifugaciéon opcional
de la composicién acuosa resultante para formar o recoger un sobrenadante puede realizarse, posteriormente, a
mas de 22480 m/s? (5000 rpm en un rotor que tiene un radio de 0,082 m), preferentemente a mas de 27 202 m/s?
(5500 rpm en un rotor que tiene un radio de 0,082 m), mas preferentemente a mas de 32372 m/s? (6000 rpm en un
rotor que tiene un radio de 0,082 m), todavia mas preferentemente de 44.062 m/s® (7000 rpm en un rotor que tiene
un radio de 0,082 m). En una realizacion especialmente preferente, la etapa (iv) es obligatoria cuando la
composicion de la presente invencion no se consigue mediante las etapas (i) a (iii) del procedimiento de la presente
invencion, a saber, cuando la adicion se lleva a cabo a una velocidad tal que menos del 95 % de las particulas
comprendidas en dicha composicién acuosa tiene un diametro de menos de o igual a 600 nm; y/o dichas particulas
tienen un diametro promedio z mayor que 200 nm, mas preferentemente cuando dichas particulas no tienen una
distribucion del diametro monomodal. Este puede ser el caso cuando la adicion se lleva a cabo a una velocidad de
entre 1 ml/min y 20 ml/min, en particular, en una camara de reacciéon de entre 0,5 y 20 ml. Finalmente, la
composicion acuosa, filtrado o sobrenadante resultante se pueden someter a liofilizacion para producir la
composicion de la presente invencién como un soélido en particulas.

Por lo tanto, en una realizacion mucho mas especialmente preferente del procedimiento para preparar la
composicion de la reivindicacion 1 de la presente invencion, dicho procedimiento comprende
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(i) proporcionar una solucion acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente organico, excipiente y/o adyuvante;

(i) filtrar de forma independiente cada solucion a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 200 nm para formar soluciones esterilizadas;

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adicion de una de dichas soluciones en la otra solucién en dicha camara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccion, a una velocidad de entre 20 ml/min y 100 ml/min, o mediante la adicién
simultanea de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccion,
a una velocidad de entre 20 ml/min y 100 ml/min, en el que dicha camara de mezclado tiene un volumen de entre
0,2y 10 ml;

(iv) filtrar la composicion acuosa resultante a través de un filtro que tiene un didmetro de poro menor o igual a
500 nm para formar un filtrado o centrifugar la composicién acuosa resultante a una cantidad mayor o igual a
32.372 m/s® (6000 rpm en un rotor que tiene un radio de 0,082 m) para formar un sobrenadante; y

(v) opcionalmente liofilizar el filtrado o sobrenadante resultante.

En otra realizaciéon ain mucho mas especialmente preferente del procedimiento para preparar la composicion de la
reivindicacion 1 de la presente invencion, dicho procedimiento comprende

(i) proporcionar una solucién acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, en el que una o
ambas soluciones opcionalmente comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente vehiculo aceptable,
disolvente orgéanico, excipiente y/o adyuvante;

(i) filtrar de forma independiente cada solucion a través de un filtro que tiene un didmetro de poro de menos de o
igual a 200 nm para formar soluciones esterilizadas;

(iii) mezclar las soluciones esterilizadas resultantes en una camara de mezclado para formar una composicion
acuosa mediante la adicién de una de dichas soluciones en la otra soluciéon en dicha cAmara de mezclado,
opcionalmente mediante inyeccion, a una velocidad de entre 30 ml/min y 100 ml/min, o mediante la adicién
simultanea de cada una de dichas soluciones en dicha camara de mezclado, opcionalmente mediante inyeccion,
a una velocidad de entre 30 ml/min y 100 ml/min, en el que dicha camara de mezclado tiene un volumen de entre
0,5y8mly

(vi) liofilizar opcionalmente la composicion acuosa resultante.

En una realizacién adicional, la formulacion BO-11X se produce segun un proceso de fabricacion que implica la
mezcla de dos soluciones acuosas, una primera que comprende los polirribonucleétidos de doble cadena (o una sal
o0 solvato del mismo) y un segundo que comprende la polialquilenimina (o una sal o solvato del mismo) de modo que
las particulas resultantes presentan las caracteristicas definidas anteriormente, en particular con respecto al
diametro y la distribucion del diametro monomodal, asi la aparicion como una soluciéon coloidal esencialmente clara.

Como se describe con mas detalles en los ejemplos, las formulaciones BO-11X se pueden proporcionar mediante la
filtracion y/o centrifugacion de la composicion farmacéutica que comprende particulas formadas por
polirribonucleétidos de doble cadena y homopolimero o heteropolimero policatidnico, de modo que las formulaciones
BO-11X se proporcionan como composiciones liquidas voluminosas o de un solo uso sin agregados visibles. Tal
proceso para la fabricacién de la composicion de la reivindicaciéon 1 comprende:

(i) proporcionar una solucién acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, opcionalmente
junto con un vehiculo, disolvente organico, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable presente en
cualquier solucién;

(i) mezclar dicho soluciones; y

(iii) filtrar la mezcla resultante a través de un filtro que tiene un diametro de poro de menos de o igual a 600 nm o
centrifugar a mas de 22480 m/s®.

Este proceso puede adaptarse adicionalmente para los componentes reales de la composicion (polirribonucleétidos
de doble cadena, la polialquilenimina, y los componentes adicionales opcionales), asi como los métodos deseados
de uso, almacenamiento, envio, embalaje, y/o administracion de la composicion, en particular si la composicién
requiere fabricarse inmediatamente antes del uso o, como es mas habitual para composiciones farmacéuticas,
fabricarse para el almacenamiento a largo plazo y/o en forma de mudltiples recipientes cada uno para un solo uso
(por ejemplo, en viales o jeringas estériles) y que contiene particulas que tienen el tamafio mas uniforme, contenido
de poli(l:C), estabilidad, solubilidad, y, finalmente, efectos biolégicos cuando se administra.

En esta situacion, las etapas de mezclado y filtrado (ii) y (iii) anteriores pueden adaptarse a nivel del orden de filtrado
y/o mezclado, método de mezclado, la velocidad de mezclado y/o la cantidad de soluciones que se mezcla. En una
realizacién preferente adicional, el procedimiento para la fabricacién de formulaciones de BO-11X de acuerdo con la
reivindicacion 1 comprende:
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(i) proporcionar una solucion acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o solvato del
mismo, y una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o solvato del mismo, opcionalmente
junto con un vehiculo, disolvente organico, excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable presente en
cualquier solucion;

(i) esterilizar cada solucion mediante su filtrado independientemente;

(iii) mezclar dichas soluciones en el recipiente para almacenar, liofilizar y/o usar la composicion mediante la
adicion de cualquiera de las soluciones primero y, después, afiadir la otra solucién a una velocidad de inyeccion
superior a 50 rpm a una velocidad de flujo entre 1 ml/min y 50 ml/min; y

(iv) sellar el recipiente.

Combinaciones

Una composicion de acuerdo con la presente invencion se puede usar en combinaciones que incluyen otros
compuestos o tratamientos con los que se sabe que es compatible, si no proporciona un efecto aditivo o incluso
sinérgico. Por ejemplo, las moléculas de poli(l:C) se pueden utilizar en combinacién con diferentes farmacos contra
el cancer, anticuerpos, radioterapia o0 quimioterapia (Le U et al., 2008; Le U et al., 2009; Taura M et al., 2010;
Matijevic T et al., 2011 ; Levitzki A, 2012; Yoshino H y Kashiwakura |, 2013; Hafner A et al., 2013) o diferente
longitud de moléculas de poli(l:C) (Zhou Y et al., 2013). También se han utilizado moléculas de poli(I:C) como un
adyuvante o agente de accion sinérgica cuando se combina con otros agentes, tal como en la vacunaciéon con
antigenos de cancer o lisados celulares (Ammi R et al., 2015), agentes bloqueantes de la via PD-1/PD-L1 (Nagato T
y Celis E, 2014), otros agonistas de TLR, tales como el agonista de TLR9 CpG ODN (Zhang Y et al., 2014),
dicloroacetato (Ohashi T et al., 2013), IL27 (Chiba Y et al., 2013), inhibidores de cinasa, tales como sorafenib (Ho V
et al.,2015), proteinas proapoptoticas, tales como NS1 (Gupta S et al., 2016), acido zoledrénico (Chen L et al.,
2013), o acido todo-trans retinoico (Szabo A et al., 2012). Otros usos de las formulaciones de BO-11X pueden
hacerse evidentes a la vista de las actividades de las moléculas de poli(l:C) hacia tipos de células especificos
recientemente demostrados, al menos utilizando ensayos in vitro, tales como en preadipocitos, inhibiendo la
diferenciacion y la diferenciacion en adipocitos (Yu L et al., 2016), células madre mesenquimatosas, que potencian
los efectos inmunosupresores (Cho K. et al., 2016; Vega-Letter A et al., 2016) o activacion de células NK (Perrot | et
al., 2010).

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de una formulaciéon de BO-11X y una cantidad eficaz de uno o mas agentes inmunomoduladores, en particular
agentes dirigidos a moléculas del punto de control inmunitario (tales como PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA-4, CD134,
CD134L, CD137, CD137L, CD80, CD86, B7-H3, B7-H4, B7RP1, LAG3, ICOS, TIM3, GAL9, CD28, AP2M1, SHP-2,
PPP2R5A o OX-40), dichos compuestos denominados habitualmente inhibidores del punto de control (CPI).

Por consiguiente, la presente invencidon proporciona composiciones que son Utiles en terapias y regimenes de
combinacion que comprenden la administracion de formulaciones de BO-11X y otro agente terapéutico o tratamiento
(incluyendo radioterapia, quimioterapia, crioterapia, ablacién tumoral o terapia fotodinamica). La presente divulgacion
proporciona métodos que son Utiles en terapias y regimenes de combinacion que comprenden la administracion de
formulaciones de BO-11X y otro agente terapéutico o tratamiento (incluyendo radioterapia, quimioterapia, crioterapia,
ablacion tumoral o terapia fotodinamica. En particular, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar,
mejorar o prevenir el crecimiento del cancer, la metastasis, la ulceracion, el escape inmunolégico o la recurrencia en
un sujeto, que comprende administrar una formulacién de BO-11X y uno o mas farmacos anticancerosos,
preferentemente un agente inmunomodulador, en el que la administracién es simultdnea (como formulaciones
separadas o en el contexto de una coformulacién) o secuencial (en cualquier orden o en ciclos de administracién
consecutivos). En algunos aspectos, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar el cancer, que
comprende administrar una cantidad eficaz de agente de formulacion de BO-11X y una cantidad eficaz de uno o mas
agentes inmunomoduladores a un sujeto que lo necesite, en particular en el que el sujeto esta recibiendo terapia
contra el cancer con uno o mas agentes inmunomoduladores.

En diversas realizaciones, el agente inmunomodulador es, preferentemente, un anticuerpo que incluye un anticuerpo
monoclonal y otros formatos de anticuerpos, o cualquier otro agente disponible farmacéuticamente que se une a una
proteina de la superficie celular que controla la respuesta inmune, de modo que actlia como un CPI. Este CPI puede
bloquear, reducir y/o inhibir PD-1 y PD-L1 o PD-L2 y/o la unién de PD-1 con PD-L1 o PD-L2. Como alternativa, este
CPI puede bloquear, reducir y/o inhibir la actividad de otras moléculas del punto de control inmunitario, tal como
CTLA-4, AP2M1, CD80, CD86, SHP-2, y/o PPP2R5A. Como una alternativa adicional, el CPl aumenta y/o estimula
CD137 (4-1 BB) y/o la unién de CD137 (4-1 BB) con uno o0 mas de los ligandos 4-1 de BB y TRAF2.

En diversos aspectos, los métodos que implican terapias y regimenes de combinacién para el tratamiento de cancer,
gue comprenden la administracion de formulaciones de BO-11X pueden definirse adicionalmente con respecto a un
método de administracion especifico, en el que la formulaciéon de BO-11X se administra por una ruta diferente a la
del otro compuesto terapéutico, tal como un agente inmunomodulador, y, preferentemente, un CPI. Este método
puede implicar la administracion de la formulacién de BO-11X mediante inyeccion intratumoral o peritumoral (dentro
del tumor, en el margen de la masa tumoral, en las células epiteliales circundantes, los vasos linfaticos o
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sanguineos) u otros medios que permiten la administracién de la formulacion de BO-11X directamente dentro de las
células cancerosas u érgano que comprende las células cancerosas o en la proximidad de los mismos (y no
indirectamente, por ejemplo, a través de la corriente sanguinea) y la administracion sistémica de CPI u otro agente
inmunoestimulador). La formulacion de BO-11X mediante inyeccién intratumoral o peritumoral puede realizarse a
nivel de la piel, es decir, en la piel (por ejemplo, para tratar el melanoma o en combinacién con la combinacién con
una vacuna) o de un érgano o tejido interno, es decir, en dicho 6rgano o tejido interno (por ejemplo, mediante
inyeccion intrahepatica para tratar el cancer de higado o administracién intravesicular para el cancer de vejiga).
Dicha administracion local de la formulacion de BO-11X preferentemente sigue o (preferentemente) es seguida por
la administracion del agente inmunoestimulador.

Efectos y usos adicionales

En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona usos y métodos farmacéuticos que implican la
administracion de una formulaciéon de BO-11X para aumentar la respuesta inmunitaria contra un patégeno o agente
biologico indeseable y, en particular, para mejorar una respuesta inmunitaria antitumoral, actuando potencialmente
como agente inmunomodulador. Tal efecto puede controlarse midiendo la respuesta inmunitaria relacionada con el
tumor en el sitio del tumor y el microambiente tumoral (o en el torrente sanguineo, otros fluidos biolégicos y tejidos) a
nivel de tipos de células o subpoblaciones relevantes (por ejemplo, células dendriticas, células T reguladoras,
células T y/o células NK) y/o biomarcadores inmunolégicos (por ejemplo, quimiocinas, factores de crecimiento,
citocinas y sus receptores).

Composiciones farmacéuticas

También se proporcionan métodos para preparar una composicion farmacéutica de BO-111 o BO-112 (y/u otras
formulaciones de BO-11X) mezclando una formulacién de BO-11X y uno o0 méas adyuvantes, diluyentes, vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables de los mismos. Dichos componentes pueden adaptarse para la indicacién
médica especifica (por ejemplo, un cancer sélido o un cancer hematoldgico) y/o los medios de administracién, por
ejemplo mediante inyeccion (inyeccion peritumoral, intratumoral, intrahepatica, intrapancreética o subcutanea), por
inhalacion o por via oral.

Los tratamientos de combinacién basados en la formulacion de BO-11X pueden implicar las mismas o diferentes
rutas de administracion para la formulacion de BO-11X y el otro compuesto. En particular, la formulaciéon de BO-11X
puede administrarse, como para otros agentes inmunoestimulantes de ARN, mediante inyecciones intratumorales o
peritumorales que pueden activar el sistema inmunolégico antes de la administracion sistémica de un anticuerpo
terapéutico que actia como CPI, tal como los inhibidores de la via PD-1/PD-L1 (Bald T et al., 2014) o células T
activadas (Amos SM et al.,, 2011). Como alternativa, la formulacion de BO-11X junto con otros compuestos
terapéuticos que son agonistas o ligandos de TLR, tales como moléculas de CpG o Resiquimod para potenciar el
efecto de la vacunacion contra el cancer (Sajadian A et al., 2014) o células dendriticas (Fujimura T et al., 2006).

Agentes inmunomoduladores

La formulacion de BO-11X puede combinarse con uno o0 mas agentes inmunomoduladores. En algunas
realizaciones, el agente inmunomodulador es una molécula coestimuladora o coinhibidora (por ejemplo, de una o
mas células inmunes, tales como, a modo de no limitacidn, células T y células NK). En algunas realizaciones, el
agente inmunomodulador es un agente que modula una célula T CD4 y/o CD8, por ejemplo actuando como agonista
0 antagonista con respecto a CD3, CD4, CD8, PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA-4, CD137, CD96, CD73, CD90, CDA47,
CD69, CD26, TIM3 y LAG 3. En otras realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente que modula las
células NK, por ejemplo actuando como agonista 0 antagonista con respecto a CD3, NKp46, CD16, NKG2D, NKp44
y NKp30. En otras realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente que modula los biomarcadores de
estroma y endotelio tumoral, por ejemplo, actuando como agonista 0 antagonista con respecto a CD45, PD-L1, PD-
L2, PTEN y CD31.

El agente inmunomodulador se proporciona como un compuesto adicional en forma de un compuesto quimico
organico o inorganico, un acido nucleico, un aptamero, un péptido, una proteina, y, mas particularmente, un
anticuerpo que se une al objetivo relevante en los fluidos bioldgicos o en superficie celular. El anticuerpo puede ser
policlonal o monoclonal; intacto o truncado (por ejemplo, F(ab')2, Fab, Fv); biespecifico o multiespecifico; formas
xenogeénicas, alogénicas, singénicas o modificadas de los mismos (por ejemplo, un anticuerpo quimérico o un
anticuerpo humanizado). Cuando el agente inmunomodulador es un anticuerpo monoclonal, puede ser un anticuerpo
monoclonal derivado de mamifero no humano, un anticuerpo monoclonal quimérico recombinante, un anticuerpo
monoclonal humanizado recombinante o un anticuerpo monoclonal humano.

El anticuerpo que actla como agente inmunomodulador puede comprender ademds los elementos estructurales
normalmente requeridos para ejercer la actividad biol6gica requerida, tales como cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro que son capaces de unirse a
uno 0 mas antigenos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos 0 multiespecificos) y presentar una region Fc de una
inmunoglobulina (por ejemplo, IgA, 1gG, IgE, IgD o IgM) que puede interaccionar con los receptores Fc y activar una
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respuesta inmunitaria, lo que conduce a la deplecién y/o muerte celular de las células inmunitarias u otras células.
Cada cadena pesada esta compuesta por una region variable de la cadena pesada (VH) y una region constante de
la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada estd compuesta por tres dominios CH;, CH, y CHs.
Cada cadena ligera esta compuesta por una region variable de la cadena ligera (VL) y una region constante de la
cadena ligera. La region constante de la cadena ligera esta compuesta por un dominio CL. Las regiones VH y VL
pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas que se denominan regiones
estructurales (FR). Cada regién variable (VH o VL) contiene 3 CDR, denominadas CDR1, CDR2 y CDR3. Cada
regién variable también contiene 4 subregiones marco, denominadas FR1, FR2, FR3 y FR4. El término anticuerpo
incluye todos los tipos de anticuerpos, incluidos, por ejemplo, IgA, IgG, IgD, IgE e IgM, y sus respectivas subclases
(isotipos), por ejemplo, IgG-1, 1gG-2, IgG-3 y IgG-4; IgA-1 y IgA-2. Un anticuerpo, en algunas realizaciones, también
se refiere a fragmentos de anticuerpos y fragmentos de union a antigeno.

Los anticuerpos adecuados para practicar los métodos descritos en el presente documento pueden ser de diversos
formatos de anticuerpos, por ejemplo, monoclonales, policlonales, biespecificos, multiespecificos, y pueden incluir,
pero sin limitaciones, anticuerpos humanos, humanizados o0 quiméricos, que comprenden anticuerpos
monocatenarios, fragmentos Fab, Fragmentos F(ab'), fragmentos producidos por una biblioteca de expresion de
Fab, y/o fragmentos de unién de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos también se refieren a moléculas de
inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que
contienen al menos dos antigenos o sitios de unién diana contra al menos dos dianas descritas en el presente
documento. Las moléculas de inmunoglobulina descritas en el presente documento pueden ser de cualquier tipo
(lgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgGY), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2) o subclase de molécula
de inmunoglobulina. Ademas, los anticuerpos (por ejemplo, monoespecificos, biespecificos y/o multiespecificos)
adecuados para poner en practica la invencion descrita en el presente documento se pueden proporcionar en
cualquiera de los formatos alternativos que se describen en la bibliografia, por ejemplo diacuerpos; flexicuerpos;
anticuerpos de camélido, inmunocuerpos; triomabs, pepcuerpos, vaccicuerpos, minicuerpos, Fcab, unicuerpos o
duocuerpos (Storz U 2011).

PD-1 (también conocido como CD279 o proteina 1 de la muerte celular programada) es un miembro de la familia de
receptores B7. En algunas realizaciones, PD-1 se refiere a la secuencia de PD-1 humana (véase, por ejemplo, la
secuencia de referencia de NCBI: NP_005009) y cualquier alelo natural, variante de corte y empalme y formas
procesadas de los mismos (Keir M et al., 2008; UniProt: Q15116). PD-1 se une a PD-L1 (también conocido como
CD274 o0 B7-H1) y PD-L2 (también conocido como CD273 o B7-DC), que también son miembros de la familia B7. En
algunas realizaciones, PD-L1 se refiere a PD-L1 humana (véase, por ejemplo, GenBank: AF233516), PD-L2 se
refiere a PD-L2 humana (por ejemplo, secuencia de referencia de NCBIl: NM_025239), junto con cualquier alelo de
origen natural, variante de corte y empalme y formas procesadas de los mismos. En diversas realizaciones, el
agente inmunomodulador esta dirigido a uno o0 méas de PD-1, PD-L1 y PD-L2. En diversas realizaciones, el agente
inmunomodulador es el inhibidor de PD-1. En diversas realizaciones, el agente inmunomodulador es un anticuerpo
especifico para uno o mas de PD-1, PD-L1 y PD-L2. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agente
inmunomodulador es un anticuerpo tal como, sin limitaciones, nivolumab, (ONO-4538/BMS-936558, MDX1106,
OPDIVO), pembrolizumab (KEYTRUDA), pidilizumab (CT-011), MK-3475, BMS 936559, MPDL3280A.

En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con uno 0 mas de BMS-936559 y MEDI4736 para
el tratamiento de, por ejemplo, tumores sélidos avanzados. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se
combina con uno o mas MPDL3280A (opcionalmente con vemurafenib) y MEDI4736 (opcionalmente con uno o mas
de dabrafenib y trametinib) para el tratamiento del melanoma. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X
se combina con uno o mas MPDL3280A (opcionalmente con erlotinib) y MEDI4736 (opcionalmente con
tremelimumab) para el tratamiento del NSCLC. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con
uno o mas MPDL3280A (opcionalmente con uno o mas de bevacizumab y sunitinib) para el tratamiento de RCC. En
algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con MPDL3280A para el tratamiento de neoplasias
malignas soélidas o hematolégicas. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con uno o mas
MPDL3280A (opcionalmente con uno 0 mas de bevacizumab, quimioterapia y cobimetinib); MEDI4736
(opcionalmente con tremelimumab) y MSB0010718C para el tratamiento de tumores sélidos. En algunas
realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con AMP-224 para el tratamiento de cancer avanzado. En
algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con nivolumab (opcionalmente con iliolumbar (anti-
KIR)) para el tratamiento de tumores soélidos avanzados. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se
combina con nivolumab para el tratamiento del cancer de préstata resistente a la castracion, melanoma, NSCLC y
RCC. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con pembrolizumab para el tratamiento de
cancer de colon. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con pembrolizumab para el
tratamiento de cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, TNBC y cancer urotelial. En algunas realizaciones, la
formulacion de BO-11X se combina con nivolumab (opcionalmente con ipilimumab) para el tratamiento de cancer
gastrico, cancer de pancreas, cancer de pulmén microcitico y TNBC. En algunas realizaciones, la formulacion de
BO-11X se combina con nivolumab (opcionalmente con ipilimumab) para el tratamiento de glioblastoma. En algunas
realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con nivolumab para el tratamiento de cancer hepatocelular. En
algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con pembrolizumab para el tratamiento de linfoma de
Hodgkin, mieloma, sindrome mielodisplasico y linfoma no Hodgkin. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-
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11X se combina con pidilizumab para el tratamiento de gliomas malignos. En algunas realizaciones, la formulacion
de BO-11X se combina con uno o mas de nivolumab (opcionalmente con uno o mas de ipilimumab, y mdltiples
péptidos de clase 1 y montanida ISA 51 VG y, opcionalmente secuencialmente, con ipilimumab) y pembrolizumab
para el tratamiento de melanoma. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con
pembrolizumab para el tratamiento de melanoma y NSCLC. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se
combina con uno o mas de nivolumab (opcionalmente con uno o mas de gemcitabina/cisplatino,
pemetrexed/cisplatino, carboplatino/paclitaxel, bevacizumab, erlotinib e ipilimumab) y pembrolizumab para el
tratamiento de NSCLC. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con pidilizumab
(opcionalmente con gemcitabina) para el tratamiento de cancer de pancreas. En algunas realizaciones, la
formulacion de BO-11X se combina con pidilizumab (opcionalmente con uno o0 mas de sipuleucel-T y ciclofosfamida)
para el tratamiento del cancer de préstata. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con uno
o0 mas de nivolumab (opcionalmente con uno o mas de sunitinib, pazopanib e ipilimumab), pembrolizumab
(opcionalmente con pazopanib) y pidilizumab (opcionalmente con célula de fusion de células dendriticas/RCC)
vacuna) para el tratamiento de RCC. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con uno o mas
de anti-LAG3 (BMS-986016, opcionalmente con nivolumab), nivolumab (opcionalmente con interleucina-21) y AMP-
554 para el tratamiento de tumores sélidos. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con
pembrolizumab para el tratamiento de tumores sélidos.

En diversas realizaciones, el agente inmunomodulador se dirige a uno o mas de CD137 o CD137L. En diversas
realizaciones, el agente inmunomodulador es un anticuerpo especifico de uno o mas de CD137 o CD137L. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el agente inmunomodulador es un anticuerpo tal como, a modo de no limitacién,
urelumab (también conocido como BMS-663513 y anticuerpo anti-4-1 BB). En algunas realizaciones, la formulacion
de BO-11X se combina con urelumab (opcionalmente con uno o mas de nivolumab, lirlumab y urelumab) para el
tratamiento de tumores solidos y/o linfoma no Hodgkin de células B y/o cancer de cabeza y cuello y/o mieloma
multiple. En algunas realizaciones, el agente inmunomodulador es un anticuerpo tal como, sin limitaciones,
ipilimumab (MDX-010, MDX-101, Yervoy, BMS) y/o tremelimumab (Pfizer). En algunas realizaciones, la formulacion
de BO-11X se combina con ipilimumab (opcionalmente con vituximab) para el tratamiento de de uno o mas de
melanoma, cancer de prdstata y cancer de pulmon.

En diversas realizaciones, el agente inmunomodulador esta dirigido a CD20. En diversas realizaciones, el agente
inmunomodulador es un anticuerpo especifico de CD20. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agente
inmunomodulador es un anticuerpo tal como, sin limitaciones, ofatumumab, obinutuzumab (GAZYVA), AME-133v,
ocrelizumab, TRU-015 y veltuzumab.

Validacion de las formulaciones de BO-11X

La validacion preclinica de la eficacia terapéutica de una formulacién de BO-11X (de acuerdo con la presente
invencion y como se ilustra con BO-111 y BO-112 en los Ejemplos) puede realizarse en ensayos basados en células
y, lo mas interesante, en modelos animales en los que se pueden analizar y comparar diferentes criterios
experimentales para establecer las condiciones mas apropiadas para lograr efectos terapéuticos de manera efectiva,
usando la formulacion de BO-11X sola o en combinacién con un farmaco anticanceroso candidato o aprobado. Estos
criterios incluyen las dosis, via de administracion, orden y/o frecuencia de administraciéon de cualquiera de los
compuestos en el alcance para identificar cuales son las mejores condiciones para el uso terapéutico de una
formulaciéon de BO-11X (solo o sinérgicamente con un farmaco anticanceroso candidato o aprobado) en términos de
eficacia, seguridad y/o uso clinico.

Los efectos de diferentes dosis de una formulacién de BO-11X, nimero y/o sitio de administracion (en particular, al
inyectarlo en uno o mas sitios), la via de administracion, la frecuencia y/o el punto de tiempo para la administracion
pueden estar asociados a criterios y parametros fisiol6gicos relevantes que se miden en muestras bioldgicas
obtenidas de células o (preferentemente) animales que estan expuestos a los compuestos analizados, solos 0 en
combinacién con otros farmacos. Una lista no limitante de tales parametros incluye la regresion del tamafio tumoral,
bloqueo del crecimiento tumoral y/o proliferacién de células tumorales, apoptosis, vascularizacion reducida del tumor
0 metastasis, superacion de la resistencia a un farmaco anticanceroso frecuente (o mejora de alguna otra forma la
respuesta a tal farmaco en la poblacién tratada), acontecimientos adversos relacionados con el tratamiento
reducidos en tejidos y funciones normales, modulacion de la respuesta inmunitaria y/o de células inmunitarias que
tienen actividades y caracteristicas especificas, identificacion de biomarcadores o poblaciones celulares especificas
en materiales biolégicos (por ejemplo, presentes en preparaciones de células cancerosas, biopsias tumorales o
fluidos biolégicos) cuyo aumento (o disminucion) se conoce en la literatura que esta asociado al efecto
anticanceroso en general y, en particular, a la supervivencia de modelos animales y, posiblemente, de pacientes con
cancer. Siempre que sea posible, dichos criterios se miden en puntos de tiempo intermedios y finales después de la
administracion de cada compuesto de prueba, o una combinacion de prueba de compuestos a una dosis y/o régimen
dados, usando una via de administracién especifica y/o formulaciones farmacéuticas.

La eficacia terapéutica y anticancerosa de una formulacion de BO-11X puede analizarse de forma individual o en

combinacién con tratamientos de referencia convencionales (tales como radioterapia, quimioterapia, inhibidores de
cinasas celulares, etc.) o tratamientos que implican mecanismos novedosos y/o nuevos candidatos a farmacos
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anticancerosos. De hecho, una categoria de nuevos compuestos anticancerosos que pueden analizarse en
combinacién con una formulaciéon de BO-11X son aquellos que mejoran las respuestas inmunitarias antitumorales
dentro del microambiente tumoral, proporcionando una inmunidad antitumoral sistémica que esta dirigida a las
células tumorales diseminadas que se eliminan. Este enfoque ha demostrado tener éxito en modelos animales y
pacientes y puede mejorar el resultado de terapias convencionales, tales como la radioterapia o la quimioterapia
(véase, por ejemplo, Galluzzi L et al., 2014; Vacchelli E et al., 2013; Van der Jeught K et al., 2015).

Este creciente panel de nuevos medicamentos contra el cancer tiene como objetivo los mecanismos por los cuales
las células cancerosas escapan de la deteccion y destruccién inmune por parte del cuerpo humano. Las
inmunoterapias especificas de cancer pueden proporcionar una serie de ventajas cuando se comparan con otras
terapias contra el cancer (por ejemplo, especificidad de células tumorales). De hecho, la identificacién de una serie
de dianas moleculares para inmunoterapias del cancer permite importantes avances en la definiciébn de los
mecanismos y compuestos que pueden proporcionar el efecto coestimulador (0 coinhibidor) adecuado sobre las
respuestas inmunitarias contra los tumores con respecto a su plasticidad, heterogeneidad, resistencia o
microambiente.

Una lista no limitante de inmunizaciones activas o pasivas contra el cancer, cada una actuando sobre diferentes
objetivos y/o mecanismos moleculares, incluye orientacion tumoral u otros anticuerpos monoclonales
inmunomoduladores, virus oncoliticos, citocinas inmunoestimuladoras, transferencia de células adoptivas y otras
terapias basadas en células, vacunas basadas en ADN o péptidos, inhibidores del metabolismo inmunosupresor o
agonistas de receptores de reconocimiento de patrones. Entre estos mecanismos, objetivos moleculares contra los
cuales los anticuerpos u otros compuestos tener actividad agonistica o antagonista (dependiendo de su papel en la
respuesta inmunitaria o escape del cancer de la respuesta inmunitaria) incluye una serie de proteinas de la
membrana celular tales como PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA-4, CD137, CD38, OX-40, CD26, TIM3 y LAG 3 que son
puntos de control para el desarrollo tumoral y contra los cuales diferentes anticuerpos agonistas o antagonistas se
encuentran disponibles comercialmente o en repositorios cientificos para caracterizar su especificidad y/o nivel de
efecto anticanceroso contra el antigeno humano o (cuando se trata de modelos animales) el antigeno de roedor
correspondiente.

A pesar de las impresionantes respuestas de los pacientes a agentes dirigidos a estas moléculas coestimuladoras o
coinhibidoras (por ejemplo, terapias que se basan en un anticuerpo anti-PD-1 o anti-PD-L1), la respuesta clinica a
los inhibidores del punto de control inmunoldgico sigue siendo incompleta o logra de forma ineficiente el efecto
terapéutico deseado en demasiados pacientes con cancer. Una formulacion de BO-11X en una combinacion
apropiada con un compuesto, tal como un anticuerpo anti-PD-1 o anti-CD 137, puede mejorar la reducciéon del
crecimiento tumoral y la metéstasis (0 aumentar el nimero de sujetos que presentan dicha reduccion), en
comparacion con el efecto de la administracion de uno de esos dos agentes anticancerosos solos, posiblemente
mas alla de los efectos aditivos que cabria esperar.

Los efectos terapéuticos de una formulacién de BO-11X pueden evaluarse en uno de los varios modelos basados en
células que se basan en cultivos celulares aislados o mixtos, incluidas células cancerosas primarias o lineas
celulares de cancer establecidas, preferentemente de origen humano. Los ejemplos de lineas celulares de cancer
para validar formulaciones de BO-11X se pueden definir de acuerdo con el tipo de cancer, tal como melanoma
(células humanas SK-Mel-19, SK-Mel-103 y UACCG62; células B16 murinas), carcinoma (células Hepa 1-6 de ratén,
células FAO de rata), cancer de mama (células humanas BT483, HCC1143, HCC1937, MDA-MB-231, MDA-MB-415,
MDA-MB-468 y BT549), cancer de pancreas (células MiaPaCa2, IMIM-PC2, Panel, Panc0203, Panel 3.27 o BxPc3
humanas) u otras lineas celulares relevantes que estan disponibles a través de la ATCC, otros repositorios oficiales
0 académicos, o proveedores comerciales. Los efectos anticancerosos de las formulaciones de BO-11X pueden
evaluarse a nivel de periodo de tiempo, frecuencia y/o dosis que se requiere para tener un bloqueo de la
proliferacién, la muerte, la expresién de biomarcadores y/o la liberacion de moléculas de sefializacion (tales como
quimiocinas o interferon beta) que indican un efecto potencialmente relevante de la formulacién de BO-11X para
confirmarse en condiciones mas fisiolégicas.

Luego, los efectos de una formulacion de BO-11X pueden evaluarse en modelos animales tumorales en los que la
respuesta antitumoral debida a la administracion de una formulacion de ejemplo, tal como BO-112, se evalla en
diferentes protocolos para monoterapia y tratamiento de combinacion (por ejemplo, junto con un CPI, tal como un
anticuerpo anti-PD-1) a lo largo de un periodo de tiempo mas corto o0 mas largo después de la administracion. El
estudio se puede realizar administrando BO-112 y/o anticuerpo anti-PD-1 en animales en un momento determinado
del desarrollo del tumor debido a la proliferacion de las células inyectadas, es decir, después de un ndmero
especifico de dias después de la inyeccién de células cancerosas o (preferentemente) que presentan el tamafio del
tumor deseado (por ejemplo, un tamafio promedio de 80-100 mm3), 0 incluso después de su desaparicion (para
evaluar cualquier efecto de cada farmaco o combinacion de farmacos sobre la recaida del tumor). El estudio también
implicaria compuestos de control que son negativos (por ejemplo, solo vehiculo) o controles positivos, tales como
farmacos quimioterapéuticos u otros farmacos anticancerosos que estan indicados en la literatura como referencia
para la eficacia del farmaco para un tumor especifico y/o en un modelo animal dado. Estas actividades de validacion
en modelos animales y células animales también pueden conducir al desarrollo de formulaciones de BO-11X para
uso veterinario.
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El modelo animal es normalmente un modelo de ratén en el que el cancer es consecuencia de la transferencia y el
injerto de células cancerosas humanas (procedentes de una linea celular inmortalizada o una biopsia de cancer que
obtiene un paciente) o la induccién (o transferencia) de células tumorales de ratén en los animales. Las células
pueden originarse por diferentes tipos de tumores (por ejemplo, carcinoma de pulmén, melanoma, linfoma) y pueden
inyectarse por via subcutanea en el flanco de los ratones para simplificar la deteccion del tumor y el andlisis de su
tamafo y/o composicion durante el estudio. A continuacion, se trata a los ratones aleatorizandolos en grupos de un
tamafo que permita el analisis estadistico de los resultados (por ejemplo, 3, 5, 10, 12, 15, 20 0 mas animales para
cada control o grupo de tratamiento).

Las caracteristicas de que una formulacion de BO-11X, tal como BO-112 y un inhibidor del punto de control, tal
como un anticuerpo anti-PD-1 pueden mejorar en modelos animales con cancer (en particular cuando se combinan
adecuadamente en términos de cantidad, orden u otros criterios de administracion) puede incluir la supervivencia del
animal después del tratamiento y/o desaparicion del tumor, recaida tumoral reducida, toxicidad y/o efectos de
resistencia limitados o retardados y respuesta a la reexposicion de la inoculacion del tumor después de la
finalizacion del tratamiento con BO-112 y/o el anticuerpo anti-PD-1.

La formulacién de BO-11X de ejemplo que se identifica estructural y funcionalmente anteriormente como BO-112 y
anticuerpo anti-PD-1 se puede administrar (solo o en combinacién, en dosis Unicas o multiples) en diferentes
ubicaciones con respecto a las células tumorales y/o en una cantidad diferente. Normalmente, BO-112 y el
anticuerpo monoclonal especifico para PD-1 de ratén (por ejemplo, el clon RMP1-14 de BioLegend o similares
disponibles por otros proveedores) se inyectan por via subcutanea, intravesicular, intraperitoneal, peritumoral o
intratumoral (dependiendo del modelo y caracteristicas moleculares y patolégicas del tumor) a una concentracion
que se determina con respecto al peso del animal (por ejemplo, entre 0,01 y 2,5 mg/kg), la concentracién en el
volumen inyectado (por ejemplo, entre 0,01 y 0,5 ml, y/o el contenido en cada dosis (por ejemplo, entre 0,01 y
250 pg por dosis). En particular, la dosis-respuesta de BO-112 en diferentes concentraciones, combinada con una
dosis fija de anticuerpo anti-PD-1 (o viceversa), puede permitir determinar cualquier efecto beneficioso consecuente
a la reduccion significativa en la cantidad de cualquier compuesto que se administra debido a la combinacién con el
otro compuesto (por ejemplo, un perfil de seguridad y eficacia sin modificar o incluso mejorado; efectos absolutos en
tumores que estan en diferentes lugares sin tratamiento).

BO-112 se puede inyectar en uno o varios ciclos (por ejemplo, 2, 3, 4 0 mas) que estan separados por un nimero
determinado de dias (1, 2, 3, 5, 7 0 mas). Como alternativa, cuando se coadministra BO-112 con el anticuerpo anti-
PD1, se puede inyectar BO-112 inmediatamente antes (0 después) del anticuerpo (0 en una preparacién inyectable
Unica), nuevamente en uno o multiples ciclos (que estan separados por un nimero determinado de dias). Todavia
de forma alternativa, los dos agentes pueden formularse o administrarse en cualquier orden secuencial, pero
separados por un periodo de tiempo variable (por ejemplo, 1 hora, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas),
36 horas, 2 dias 0 mas). En particular, cuando se administra BO-112 después del anticuerpo anti-PD-1, su posterior
administracion (sola o adicional en combinacién con el anticuerpo anti-PD-1) puede proporcionar un efecto de
rescate antitumoral en animales en los que el anticuerpo anti-PD-1 fue ineficaz contra las células tumorales,
superando cualquier resistencia especifica al tumor o mecanismo de escape. Al final del tratamiento, todos los
animales supervivientes pueden dejarse sin tratar durante 1, 2, 3 0 mas semanas consecutivas para monitorizar si y
cémo reaparecen las células tumorales, con o sin reexposicion de todos los animales que tuvieron una regresion
completa del tumor con una inyeccion subcutanea adicional de células cancerosas.

Los efectos de BO-112, solos o en combinacion con el anticuerpo anti PD1 como se ha mencionado anteriormente,
pueden evaluarse como resultados intermedios que se informan durante el estudio sin sacrificar a los animales (por
ejemplo, midiendo el tamafio del tumor, el porcentaje de ratones todavia vivos, el peso corporal o los criterios de
comportamiento) o después de sacrificar al animal (o en los ratones ya muertos) para determinar las caracteristicas
moleculares del tumor y/o células normales (incluyendo el numero total y/o las subpoblaciones especificas de
células NK, linfocitos infiltrados en tumores, esplenocitos, incorporacion de precursores radiomarcados y otras
células que pueden estar implicadas en las respuestas inmunitarias locales o sistémicas antitumorales, tales como
células supresoras derivadas de mieloides (MDSC), células T reguladoras (Treg), neutréfilos asociados a tumores
(TAN), Macrofagos M2 y macréfagos asociados a tumores (TAM). En paralelo, la presencia/ausencia de
biomarcadores relevantes puede determinarse por amplificacién por PCR de ARN relevantes, o a nivel de proteina
en la superficie de células dentro de tejidos emite o circula en la sangre, tales como citocinas o quimiocinas
mediante el uso de ensayos inmunoldgicos y kit estandar.

Este analisis de fenotipo global se puede realizar utilizando células aisladas de tumores, sangre, bazo, ganglios
linfaticos u otros tejidos y ubicaciones relevantes para detectar cualquier cambio estadistico y/o terapéuticamente
relevante en el nimero de células que expresan marcadores de superficie celular que se detectan mediante
citometria de flujo y se describen, en la literatura tales como CD3, CD4, CD25, FoxP3, CD8, PD-1, PD-L1, PD-L2,
PTEN, CTLA-4, CD137, CD96, CD73, CD90, CD47, CD69, CD26, TIM3, LAG3, Grl, CD11 b, Ly6C, Ly6G, NKp46,
CD16, NKG2D, NKp44, NKp30, CD45 y CD31. Dichas células también pueden evaluarse a nivel de respuesta
inmunitaria especifica de antigeno tumoral, expresion de factores de transcripcién relevantes, citocinas o
quimiocinas (por ejemplo, IFN-gamma, IFN-beta, TNF-alfa, HIF1a, HIF2a, p53), o utilizando otros ensayos basados
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en células.

Ademas, el examen macroscopico de érganos y la piel y el analisis microscépico y patolégico en modelos animales
competentes completamente inmunes inmunodeficientes pueden proporcionar adicionalmente indicaciones sobre la
eficacia de los compuestos del estudio (solos o en combinacién) o sobre su toxicidad, tal como la inflamacion de
organos y la necropsia. Los datos cuantitativos que se generan en estudios similares se pueden comparar entre los
diferentes grupos experimentales mediante el uso de las pruebas estadisticas apropiadas, con y sin correcciones
para multiples pruebas, con el fin de evaluar qué efectos terapéuticos (en particular, antitumorales) se proporcionan
mediante la administracion de una formulacion de BO-11X, solo 0 en combinacién con otro agente anticanceroso.

Métodos de tratamiento y seleccion de pacientes

En algunos aspectos, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar, reducir, mejorar o prevenir el
crecimiento, supervivencia, metastasis, transicion epitelial-mesenquimatosa, escape o recurrencia inmunoldgica, que
comprende administrar una formulacion de BO-11X y uno o mas agentes inmunomoduladores. El cancer puede ser
una enfermedad oncoldgica. El cancer puede ser un tumor latente, que puede ser el resultado de la metastasis de
un cancer. El tumor latente también puede ser un resto después de la extirpacién quirargica de un tumor. La
recurrencia del cancer puede ser, por ejemplo, recrecimiento tumoral, metastasis pulmonar o metastasis hepatica.

En diversos aspectos, el cancer es uno o mas de carcinoma de células basales; cancer de vias biliares; cancer de
vejiga; cancer de hueso; cancer de cerebro y del sistema nervioso central; cAncer de mama; cancer del peritoneo;
coriocarcinoma; cancer de tejido conectivo; cancer del sistema digestivo (que incluye cancer de eséfago, estbmago,
colon, recto u otro cancer gastrointestinal); cancer de ojo; cancer de la cabeza y cuello; glioblastoma; carcinoma
hepéatico; hepatoma; neoplasia intraepitelial; cancer renal, suprarrenal o renal; leucemia; cancer de higado; cancer
de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmoén microcitico, cancer de pulmoén no microcitico, adenocarcinoma de pulmén
y carcinoma escamoso de pulmén); melanoma; mieloma; neuroblastoma; cancer de la cavidad oral (por ejemplo,
cancer de labio, laringe, lengua, boca y faringe); cancer de pancreas; cancer de préstata; retinoblastoma;
rabdomiosarcoma; cancer del sistema respiratorio; carcinoma de glandula salival; cancer de piel; cancer de células
escamosas; cancer testicular; cancer de tiroides; cancer de Utero, endometrial, cervical, vulvar, ovarico u otro cancer
ginecoldgico; cancer del sistema urinario; linfoma, incluyendo linfoma de células B, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin
(LNH), incluyendo tipos especificos, tales como linfocitico de grado bajo/folicular, linfocitico pequefio, de grado
intermedio/folicular, difuso de grado intermedio, inmunoblastico de alto grado, linfoblastico de alto grado, células
redondas no hendidas o NHL de enfermedad voluminosa); linfoma de células del manto y relacionado con el SIDA,;
leucemia linfocitica cronica; leucemia linfoblastica aguda; leucemia de células pilosas; leucemia mieloblastica
cronica; asi como otros carcinomas y sarcomas; trastorno linfoproliferativo postrasplante (PTLD), asi como
proliferacién vascular anémala asociada con facomatosis o edema (tales como los asociados con tumores
cerebrales).

En diversos aspectos, el cancer es un cancer del tracto biliar. En algunos aspectos, el cancer del tracto biliar se
selecciona entre cancer de vesicula, cancer de vesicula biliar, cancer del conducto biliar y cancer de la ampolla de
Vater. En diversos aspectos, el cancer es cancer de higado. En diversos aspectos, el cancer es cancer de colon. En
algunos aspectos, el cancer del tracto biliar es colangiocarcinoma y/o un adenocarcinoma.

En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X y/o el agente de inmunomodulacién se usan para tratar
canceres en varios estadios (por ejemplo, estadios | o 1l o lll o IV). A modo de ejemplo no limitativo, utilizando la
agrupacion de estadios global, los canceres en estadio | se localizan en una parte del cuerpo; los canceres en
estadio Il son localmente, al igual que los canceres en estadio lll. Que se designe que un cancer esta en estadio Il o
estadio Il puede depender del tipo especifico de cancer. En un ejemplo no limitante, la enfermedad de Hodgkin en
estadio Il indica que los ganglios linfaticos estan afectados en un solo lado del diafragma, mientras que el estadio Il
indica ganglios linfaticos afectados por encima y por debajo del diafragma. Por tanto, los criterios especificos para
los estadios Il y lll difieren de acuerdo con el diagnéstico. Los canceres en estadio IV a menudo han producido
metastasis o se han diseminado a otros 6rganos o partes del cuerpo.

En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X (y/o el agente inmunomodulador) reduce los efectos
secundarios de las terapias que un paciente puede experimentar. Por ejemplo, la terapia de combinacion de una
formulaciéon de BO-11X y uno o mas agentes inmunomoduladores puede permitir una dosis menor de la formulacion
de BO-11X y/o uno 0 mas agentes de inmunomodulacion (por ejemplo, en comparacioén con la monoterapia) y, por lo
tanto, aumenta la ventana terapéutica de cualquiera de los agentes. En algunas realizaciones, la menor dosis mitiga
uno o mas efectos secundarios sin pérdida de la eficacia (0 con una pérdida minima). En algunas realizaciones, la
formulacion de BO-11X y/o el agente inmunomodulador se usa para tratar un sujeto que tiene un cancer refractario
al tratamiento. En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X se utiliza para tratar a un sujeto que es
refractario a uno o mas agentes inmunomoduladores, en particular aquel que realmente esta combinado con la
formulacion de BO-11X.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sujeto es refractario a un agente PD-1 y/o PD-L1 y/o PD-L2, incluyendo,
por ejemplo, pacientes resistentes a nivolumab (ONO-4538/BMS-936558, MDX1106, OPDIVO), pembrolizumab
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(KEYTRUDA), pidilizumab (CT-011), MK-3475, BMS-936559, ibrutinib y/o MPDL3280A. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el sujeto es resistente a un agente anti-CTLA-4, por ejemplo pacientes resistentes a ipilimumab
(Yervoy) (por ejemplo, pacientes de melanoma). En algunas realizaciones, el sujeto es resistente a una formulacion
de BO-11X. En consecuencia, en diversos aspectos la presente divulgacion proporciona métodos de tratamiento del
cancer que rescatan a los pacientes que no son sensibles a diversas terapias, incluyendo la monoterapia de una
formulacion de BO-11X o uno o mas agentes inmunomoduladores.

En diversas realizaciones, los términos “paciente” y “sujeto” se usan de forma intercambiable. En algunas
realizaciones, el sujeto y/o animal es un mamifero, por ejemplo, por ejemplo un ser humano, ratén, rata, cobaya,
perro, gato, caballo, vaca, cerdo, conejo, oveja o primate no humano, tal como un mono (por ejemplo, babuino) o
chimpancé.

En diversos aspectos, los métodos de la divulgacion son utiles en el tratamiento de un sujeto humano. En algunos
aspectos, el ser humano es un ser humano pediatrico. En otros aspectos, el ser humano es un ser humano adulto.
En otros aspectos, el ser humano es un ser humano geriatrico. En otros aspectos, el ser humano puede
denominarse paciente o sujeto. En algunos aspectos, el ser humano es una mujer. En algunos aspectos, el ser
humano es un varon.

Regimenes de tratamiento y terapias de combinacién

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona regimenes terapéuticos especificos del cancer con
formulaciones de BO-11X y agentes inmunomoduladores (y, opcionalmente, uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales). Por ejemplo, en algunos aspectos, la formulacion DE BO-11X, por ejemplo, BO-111 O BO-112, se
administra a un paciente primero para normalizar la vascularizacion del tumor, opcionalmente mediante la reduccién
0 anulacién de la hipoxia. Dicha primera administracién de la formulacion de BO-11X, por ejemplo, BO-111 o BO-
112, puede estimular y/o aumentar los linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T CD4+ y CD8+) y/o células NK del tumor
y/o inhibir y/o disminuir el reclutamiento de células inmunosupresores (por ejemplo, células supresoras derivadas de
linaje mieloide (MDSC), células T reguladoras (Treg); neutréfilos asociados a tumores (TAN), macrofagos M2 y
macréfagos asociados a tumores (TAM) al tumor. En algunos aspectos, las presentes terapias pueden alterar la
relacion de los macréfagos M1 frente a M2 en el sitio del tumor para favorecer a los macréfagos M1. Cabe destacar
que, a diferencia de, por ejemplo, las moléculas anti-angiogénicas, las formulaciones de BO-11X, en algunos
aspectos, inducen una normalizacion vascular de larga duracion (es decir, mayor que transitoria). Por ejemplo, la
normalizacion vascular de la formulacién de BO-11X puede durar masde 1020304050607 0 14 dias 0 21
dias. Por consiguiente, en algunas realizaciones, esta normalizacion vascular de la formulacién de BO-11X de larga
duracion permite un microambiente tumoral permisivo sostenible que es muy probable que sea sensible a uno 0 mas
agentes inmunomoduladores. Es decir, en algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X potencia la terapia con
el agente inmunomodulador.

Como alternativa, la formulacion de BO-11X, por ejemplo, BO-111 O BO-112, se administra a un paciente tras el
tratamiento con uno o mas agentes inmunomoduladores. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el agente
inmunomodulador esta dirigido a una 0 mas moléculas coinhibidoras y reduce o elimina la inmunosupresion. En este
contexto favorable, es decir, tras la eliminacion de la supresion, la formulaciéon de BO-11X, por ejemplo BO-111 O
BO-112, se administra para estimular el sistema inmunoldgico. O el agente inmunomodulador se dirige a una 0 mas
moléculas coestimuladoras primero y la formulacién de BO-11X, por ejemplo, BO-111 O BO-112, se administra en
segundo lugar para reforzar este efecto, por ejemplo, de forma sinérgica.

Ademas, como se divulga en el presente documento, la formulacién de BO111X y/o agente inmunomodulador se
pueden combinar con un agente terapéutico adicional en el contexto de, por ejemplo, la coadministracién, un
régimen de tratamiento o una coformulacion.

En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X y/o el agente inmunomodulador, opcionalmente con un agente
terapéutico adicional, se pueden administrar de forma secuencial. El término "secuencialmente”, como se usa en el
presente documento, significa que el agente terapéutico adicional y la formulacion de BO-11X y/o agente
inmunomodulador se administran con una separacion de tiempo de mas de aproximadamente 60 minutos. Por
ejemplo, el tiempo entre la administracion secuencial del agente terapéutico adicional y la formulacion de BO-11X
y/o el agente inmunomodulador puede ser superior a aproximadamente 60 minutos, superior a aproximadamente 2
horas, superior a aproximadamente 5 horas, superior a aproximadamente 10 horas, superior a aproximadamente 1
dia, superior a aproximadamente 2 dias, superior a aproximadamente 3 dias, o superior a aproximadamente 1
semana de diferencia. Los tiempos de administracién 6ptimos pueden depender de las velocidades de metabolismo,
excrecién, y/o la actividad farmacodinamica del agente terapéutico adicional y la formulacion de BO-11X y/o agente
inmunomodulador que se esté administrando. El agente terapéutico adicional o los presentes agentes se pueden
administrar primero.

En algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X y/o el agente inmunomodulador, opcionalmente con un agente

terapéutico adicional, se pueden administrar de forma simultanea. El término "simultaneamente" tal como se usa en
el presente documento, significa que el agente terapéutico adicional y la formulacién de BO-11X y/o el agente

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2755418 T3

inmunomodulador se administran con una separacion temporal de no mas de aproximadamente 60 minutos, tal
como no mas de aproximadamente 30 minutos, no mas de aproximadamente 20 minutos, no mas de
aproximadamente 10 minutos, no mas de aproximadamente 5 minutos, 0 no mas de aproximadamente 1 minuto. La
administracion del agente terapéutico adicional y la formulaciéon de BO-11X y/o el agente inmunomodulador puede
ser mediante administracién simultanea de una Unica formulacion (por ejemplo, una formulacién que comprende el
agente terapéutico adicional y la formulacién de BO-11X y/o el agente inmunomodulador) o de formulaciones
separadas (por ejemplo, una primera formulacion, incluyendo el agente terapéutico adicional y una segunda
formulacion que incluye la formulaciéon de BO-11X y/o el agente inmunomodulador).

La coadministracién tampoco requiere que los agentes terapéuticos adicionales se administren al sujeto por la
misma via de administracion. En su lugar, cada agente terapéutico se puede administrar al sujeto por cualquier via
de administracion adecuada, véase, por ejemplo, por via parenteral o no parenteral.

Dicha combinacién puede conducir a sinergia y/o efectos aditivos y/o potentes a una dosis inferior de la formulacion
de BO-11X y/o agente inmunomodulador. Por ejemplo, cuando la formulacién de BO-11X se combina con uno o mas
agentes inmunomoduladores, la cantidad efectiva de la formulacién de BO-11X puede ser mas baja de lo que seria
en una monoterapia. En algunas realizaciones, la formulacién de BO-11X se combina con un agente
inmunomodulador y la cantidad efectiva de la formulacién de BO-11X es una dosis subterapéutica, por ejemplo,
cuando el agente de inmunomodulador se combina con una formulacién de BO-11X, la cantidad eficaz del agente
inmunomodulador puede ser menor de lo que seria en una monoterapia. En algunas realizaciones, el agente
inmunomodulador se combina con una formulacion de BO-11X y la cantidad eficaz del agente inmunomodulador es
una dosis subterapéutica. En diversas realizaciones, el agente inmunomodulador se combina con una formulacién
de BO-11X y un agente terapéutico adicional y la cantidad eficaz del agente terapéutico adicional es una dosis
subterapéutica. El término "dosis o cantidad subterapéutica" significa que una dosis o cantidad de una sustancia
farmacoldgicamente activa esta por debajo de la dosis o cantidad de esa sustancia que se administra, como la Unica
sustancia, para lograr un efecto terapéutico. La dosis subterapéutica de dicha sustancia puede variar dependiendo
del sujeto y la enfermedad que se esté tratando, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma
de administracion y similares, un experto en la técnica puede determinar facilmente. En una realizacion, la dosis o
cantidad subterapéutica del agente quimioterapéutico es inferior al 90 % de la dosis completa aprobada del agente
guimioterapéutico, tal como la proporcionada en la informacién de la ficha técnica aprobada por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de EE. UU. para el agente quimioterapéutico. En otras realizaciones, la dosis o cantidad
subterapéutica del agente quimioterapéutico es inferior al 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 % o incluso 10 %
de la dosis completa aprobada, tal como de 20 % a 90 %, 30 % a 80 %, 40 % a 70 % u otro intervalo dentro de los
valores proporcionados en el presente documento.

En algunas realizaciones, la cantidad eficaz del agente inmunomodulador es menor que una cantidad eficaz utilizada
en monoterapia para el mismo cancer y/o una terapia de combinacion con un agente ademas de una formulacion de
BO-11X para el mismo cancer. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz de la formulacién de BO-11X es menor
gue una cantidad eficaz utilizada en monoterapia para el mismo cancer o estado clinico y/o una terapia de
combinacién con un agente (tal como un agente inmunomodulador) para el mismo cancer o estado clinico.

En diversas realizaciones, la formulacion de BO-11X se combina con uno o0 mas agentes inmunomoduladores (por
ejemplo, 1, 0 2, 0 3, 0 4, 0 5 agentes inmunomoduladores) y, opcionalmente, uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales (por ejemplo, 1, 0 2, 0 3, 0 4, 0 5 agentes terapéuticos adicionales). Dichas combinaciones pueden
conducir a sinergia y/o efectos aditivos y/o potentes a una dosis inferior de la formulacién de BO-11X y/o agente
inmunomodulador y/o el uno o mas agentes terapéuticos adicionales. La coadministracion puede ser simultanea o
secuencial. Ademas, las composiciones farmacéuticas que incluyen la formulacion de BO-11X y/o el agente
inmunomodulador pueden comprender el agente terapéutico adicional (por ejemplo, a través de la coformulacion).
Es decir, en algunas realizaciones, dos 0 mas de cualquiera de los agentes descritos en el presente documento
pueden formularse conjuntamente. Ademas, en algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X y/o el agente
inmunomodulador se pueden administrar a un paciente que esta en tratamiento con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. Ademas, en algunas realizaciones, la formulacion de BO-11X y/o el agente inmunomodulador puede
suplantar el tratamiento actual de un paciente con uno o mas agentes terapéuticos adicionales.

La terapia adyuvante, también llamada atencién adyuvante, es un tratamiento que se administra ademas del
tratamiento primario, principal o inicial. A modo de ejemplo no limitante, la terapia adyuvante puede ser un
tratamiento adicional generalmente administrado después de la cirugia en el que se ha eliminado toda la
enfermedad detectable, pero en el que queda un riesgo estadistico de recaida debido a enfermedad oculta. En
algunas realizaciones, los agentes descritos en el presente documento se usan como una terapia adyuvante en el
tratamiento de un cancer. En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos descritos en el presente documento se
administran como terapia neoadyuvante antes de la reseccion. En ciertas realizaciones, la terapia neoadyuvante se
refiere a la terapia para retraer y/o reducir el tamafio del tumor antes de cualquier cirugia. En algunas realizaciones,
la terapia neoadyuvante significa que un agente terapéutico descrito en el presente documento se administra a
pacientes con cancer antes de la cirugia u otra técnica que permita la ablacién del tumor.

En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos descritos en el presente documento son utiles como terapia de
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mantenimiento después de un tratamiento inicial con una terapia de primera linea, incluyendo, sin limitaciones,
cualquiera de los agentes terapéuticos adicionales de la presente divulgacion.

En diversos aspectos, la presente divulgacion proporciona un régimen de tratamiento o un método para tratar cancer
o tumores en un sujeto que incluye administrar de forma simultanea o secuencial una cantidad terapéuticamente
eficaz de una formulacion de BO-11X y/o un agente inmunomodulador y uno o mas de los agentes terapéuticos
adicionales descritos en el presente documento. En diversos aspectos, la presente divulgacion proporciona un
régimen de tratamiento o un método para tratar cancer o tumores en un sujeto que incluye administrar de forma
simultdnea o secuencial una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién de BO-11X y/o un agente
inmunomodulador y uno o mas de los agentes anticancerosos descritos en el presente documento, incluyendo, sin
limitaciones, agentes quimioterapéuticos. Los agentes quimioterapéuticos adecuados para su uso en estos métodos
pueden incluir los descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, el agente quimioterapéutico es uno
o mas de 5-fluorouracilo (5-FU), doxorrubicina, gemcitabina, paclitaxel y cisplatino. A modo de ejemplo, algunas
realizaciones proporcionan combinar una formulaciéon de BO-11X y/o un agente inmunomodulador con uno 0 mas
regimenes de tratamiento de cancer habituales (a modo de ilustracion no limitante, FOLFOX, FOLFIRI, IFL, FL
(Mayo), QUASAR, calendario de Machover, CAF, CMF, ECF y FEC).

En diversas realizaciones, el agente terapéutico adicional es un agente antihiperproliferativo. Los agentes
antihiperproliferativos incluyen, pero no se limitan a los mismos, doxorrubicina, daunorrubicina, mitomicina,
actinomicina D, bleomicina, cisplatino, VP16, enedyina, taxol, vincristina, vinblastina, carmustina, melfalan,
ciclofosfamida, clorambucilo, busulfan, lomustina, 5-fluorouracilo, gemcitabina, BCNU o camptotecina.

Adicionalmente, el agente terapéutico adicional puede incluir ademas el uso de radiacion. Adicionalmente, los
métodos de tratamiento pueden incluir el uso de la terapia fotodinamica.

Sales, composiciones farmacéuticas y dosis

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona los agentes descritos en el presente documento y sales
o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En un aspecto, la presente invencion proporciona agentes descritos en el presente documento y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. La composicidon farmacéutica puede estar en cualquier forma adecuada
que sea apropiada para el uso y la via de administracion deseados. Los excipientes farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluidos los de origen en petréleo, animal, vegetal o sintético, tal como
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los excipientes farmacéuticos
pueden ser, por ejemplo, solucion salina, goma arabiga, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina, silice coloidal,
urea y similares. En una realizacién, los excipientes farmacéuticamente aceptables son estériles cuando se
administran a un sujeto. El agua es un excipiente Util cuando cualquier agente descrito en el presente documento se
administra por via intravenosa. Como excipientes liquidos, concretamente se pueden emplear soluciones salinas y
soluciones acuosas de dextrosa y glicerol, especificamente para soluciones inyectables. Excipientes farmacéuticos
adecuados también incluyen almiddn, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de silice,
estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sddico, leche desnatada desecada, glicerol, propileno,
glicol, agua, etanol y similares. Otros ejemplos de excipientes fagrmacéuticos adecuados se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences (editado por Allen, Loyd V., Jr; 22 edicién, 2012).

Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden contener adyuvantes, tales como
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes de tamponamiento del pH, y agentes
dispersantes. Ademas, se pueden incluir agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes, lubricantes y colorantes. La
prevencién de la accidon de los microorganismos se puede asegurar mediante la inclusion de varios agentes
antibacterianos y antifangicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &acido soérbico y similares. Las
composiciones farmacéuticas también pueden incluir agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro de sodio y
similares.

Cuando sea necesario, las composiciones farmacéuticas también pueden incluir un agente solubilizante. Asimismo,
los agentes se pueden liberar con un dispositivo de liberacion o vehiculo adecuado como se conoce en la técnica.
Las composiciones para la administracion pueden incluir, opcionalmente, un anestésico local, tal como, por ejemplo,
lidocaina para disminuir el dolor en el sitio de la inyeccién.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones,
emulsiones, gotas, comprimidos, pildoras, granulos, capsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos,
formulaciones de liberacion sostenida, supositorios, emulsiones, aerosoles, pulverizaciones, suspensiones, 0
cualquier otra forma adecuada para su uso. Por lo tanto, la composicién descrita en el presente documento puede
estar comprendida en una capsula, comprimido, pildora, comprimido oblongo, botella, ampolla, sobre, jeringa,
cartucho, nebulizador u otro recipiente. En una realizacién, la composicion farmacéutica esta en forma de una
capsula. En otra realizacion, la composicidn farmacéutica esta en forma de un comprimido.
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En algunas realizaciones, la administracion de cualquiera de los agentes y composiciones descritos es una
cualquiera de via oral, intravenosa y parenteral. En diversas realizaciones, las vias de administracion incluyen, por
ejemplo: oral, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural, sublingual,
intranasal, intracerebral, intrahepatica, intrapancreatica, intravesicular, intravaginal, transdérmica, rectal, por
inhalacion, o por via topica, por ejemplo, en los oidos, nariz, ojos o piel. En algunas realizaciones, la administracion
se efectlia por via oral o por inyeccion parenteral. El modo de administracién puede dejarse a la discrecion del
médico, y depende en parte del sitio de la enfermedad médica y/o los tratamientos concurrentes (siendo, por
ejemplo, quimioterapia, radioterapia, 0 en combinacién con anticuerpos, vacunas y otros farmacos dirigidos al
cancer). En diversas realizaciones, la administracion da como resultado la liberacién de cualquier agente descrito en
el presente documento en el torrente sanguineo.

Cualquier agente y/o composicion farmacéutica descritos en el presente documento se puede administrar por via
oral. Tales agentes y/o composiciones farmacéuticas también se pueden administrar cualquier otra via conveniente,
por ejemplo, mediante infusién intravenosa o inyeccion en bolo, mediante absorcion a través de los revestimientos
epitelial o mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal etc.) y se pueden administrar junto con
un agente terapéutico adicional. La administracién puede ser sistémica u oral. Se conocen diversos sistemas de
liberacion, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas, microcapsulas, capsulas, etc., y pueden
usarse. En realizaciones especificas, puede que sea deseable administrar localmente en la zona en necesidad de
tratamiento.

En una realizacion, un agente descrito en el presente documento y/o composicién farmacéutica descrita en el
presente documento se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como una composicion adaptada para la
administracion oral a seres humanos. Las formas de dosificacion sélidas para administracion oral incluyen, por
ejemplo, cépsulas, comprimidos, pildoras, polvos y granulos. En dichas formas de dosificacion sélidas, el agente
activo se mezcla con al menos un excipiente o vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable tal como citrato sédico o
fosfato dicélcico y/o a) cargas o expansores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido
silicico, celulosa microcristalina y azlUcar especial para panaderia; b) aglutinantes, tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, celulosa microcristalina, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, etc.; ¢) humectantes, tales
como glicerol etc.; d) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato calcico, almidon de patata o de tapioca,
acido alginico, ciertos silicatos y carbonato soédico, polimeros reticulados, tales como crospovidona
(polivinilpirrolidona reticulada), croscarmelosa sddica (carboximetilcelulosa sédica reticulada), almidén glicolato de
sodio, etc.; e) agentes retardantes de la disolucion, tales como parafina, etc.; f) aceleradores de la absorcion, tales
como agentes de amonio cuaternario, etc.; g) agentes humectantes, tales como, por ejemplo alcohol cetilico y
monoestearato de glicerol, etc.; h) absorbentes, tales como caolin y arcilla bentonita, etc.; e i) lubricantes, tales como
talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles soélidos, laurilsulfato sédico, glicerilbehenato, etc.;
y mezclas de dichos excipientes. Un experto en la técnica reconocera que los excipientes particulares pueden tener
dos o mas funciones en la forma de dosificacion oral. En el caso de una forma de dosificacion oral, por ejemplo, una
capsula o un comprimido, la forma de dosificacién también puede comprender agentes tampon.

Las formas de dosificacion liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes
y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los agentes activos, las formas de dosificacién liquidas pueden
contener diluyente inerte de uso habitual en la técnica, tal como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes
solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular aceites
de algodon, aceite de cacahuete, de maiz, de germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol,, alcohol de
tetrahidrofurilo, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos. Las formas de
dosificacion adecuadas para administracion parenteral (por ejemplo, inyeccién intravenosa, intramuscular,
intrahepatica, intrapancreatica, intraperitoneal, subcutanea e intraarticular e infusion) incluyen, por ejemplo,
soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, y similares. También se pueden fabricar en forma de
composiciones sélidas estériles (por ejemplo, composicién liofilizada), que pueden disolverse o suspenderse en un
medio inyectable estéril inmediatamente antes de su uso. Pueden contener, por ejemplo, agentes de suspension o
dispersién conocidos en la materia. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para inyeccién
parenteral comprenden soluciones acuosas 0 no acuosas, dispersiones, suspensiones o emulsiones estériles
farmacéuticamente aceptables, asi como polvos estériles para reconstitucion en soluciones o dispersiones
inyectables estériles justo antes de usar. Ejemplos de excipientes, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no
acuosos adecuados incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares),
carboximetilcelulosa y mezclas adecuadas de la misma, aceites vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el
uso de materiales de recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Cualquier agente descrito en el presente documento y/o composicion farmacéutica descrita en el presente
documento pueden administrarse por medios de liberacion controlada o de liberacion sostenida o mediante
dispositivos de liberacién que son conocidos por los expertos en la técnica. Dichas formas de dosificacion pueden
ser Utiles para proporcionar la liberacion controlada o sostenida de uno o mas ingredientes activos usando, por
ejemplo, hidropropilcelulosa, hidropropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, Eudragit, otras matrices poliméricas, geles,
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membranas permeables, sistemas osmoéticos, revestimientos multicapa, microparticulas, liposomas, microesferas o
una combinacion de los mismos, para proporcionar el perfil de liberacién deseado en proporciones variables. Las
formulaciones de liberacion controlada o sostenida adecuadas se pueden seleccionar facilmente para su uso con los
ingredientes activos de los agentes descritos en el presente documento. Por tanto, la invencién proporciona formas
de dosificacion monodosis para administracion oral, tales como, entre otros, comprimidos, capsulas, capsulas de
gelatina y comprimidos oblongos que estan adaptados para la liberacion controlada o sostenida.

Las formulaciones que comprenden los agentes descritos en el presente documento y/o las composiciones
farmacéuticas de la presente invencién se pueden presentar convenientemente en formas de dosificacion unitarias y
se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos conocidos en la técnica de la farmacia. Por lo general,
dichos métodos incluyen la etapa de llevar los agentes terapéuticos en asociacion con un vehiculo, que constituye
uno o mas ingredientes auxiliares. Normalmente, las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente
el agente terapéutico con un vehiculo liquido, un vehiculo sélido finamente dividido, o ambos, y, después, si es
necesario, dando forma al producto en formas de dosificacion de la formulacion deseada (por ejemplo, granulacion
en humedo o en seco, mezclas en polvo, etc., seguido de formacién de comprimidos usando métodos
convencionales conocidos en la materia).

Se apreciard que la dosis real de los agentes descritos en el presente documento y/o las composiciones
farmacéuticas de la presente invencién que se administraran de acuerdo con la presente invencion pueden variar de
acuerdo con el agente en particular, la forma de dosificacion en particular y el modo de administracion. Los expertos
en la materia pueden tener en cuenta muchos factores que pueden modificar la accién de las formulaciones de BO-
11X (por ejemplo, el peso corporal, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de
excrecion, el estado del sujeto, las combinaciones de farmacos, la disposicién genética y las sensibilidades de
reaccion). La administracion puede llevarse a cabo de forma continua o en una 0 mas dosis discretas dentro de la
dosis maxima tolerada. Los expertos en la materia pueden determinar las tasas de administraciéon éptima para un
conjunto dado de condiciones usando pruebas de administracion de dosis convencionales.

Las dosis individuales de los agentes descritos en el presente documento y/o las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion se pueden administrar en formas de dosificacion unitarias (por ejemplo, comprimidos o capsulas)
gue contienen, por ejemplo, de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1000 mg de moléculas de poli(l:C)
dentro de la formulacién de BO-11X [por ejemplo, en donde dicha formulacién de BO-11X individual se forma
preparando un complejo de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 1.000 mg de poli(I:C)], incluidos todos
los valores e intervalos entremedias. En algunas realizaciones, los agentes descritos en el presente documento y/o
las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administran en una cantidad de aproximadamente
0,01 mg a aproximadamente 1000 mg de moléculas de poli(I:C) dentro de la formulacion de BO-11X diaria o de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 10 mg de moléculas diarias [por ejemplo, en donde dicha formulacion
de BO-11X diaria individual se forma preparando un complejo de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente
1000 mg, preferentemente de aproximadamente 0,01 mg a 10 mg de poli(l:C)], incluidos todos los valores e
intervalos entremedias.

En algunas realizaciones, una dosificacién adecuada de los agentes y/o composiciones farmacéuticas de la presente
invencién esta en un intervalo de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 10 mg de moléculas de poli(l:C)
dentro de la formulacién de BO-11X/kg de peso corporal del sujeto, preferentemente de 0,003 a aproximadamente
10 mg de moléculas de poli(l:C) dentro de la formulacion de BO-11X/kg de peso corporal del sujeto, mas
preferentemente de 0,005 a aproximadamente 10 mg de moléculas de poli(l:C) dentro de la formulacién de BO-
11X/kg de peso corporal del sujeto €, incluso mas preferentemente, de 0,01 a aproximadamente 10 mg de moléculas
de poli(l:C) dentro de la formulacién de BO-11X por kg de peso corporal del sujeto [por ejemplo, en el que dicha
formulacion de BO-11X individual administrada se forma preparando un complejo de aproximadamente 0,005 mg a
aproximadamente 10 mg de poli(l:C)] por kg de peso corporal del sujeto, preferentemente de aproximadamente
0,003 mg a aproximadamente 10 mg de poli(l:C)] por kg de peso corporal del sujeto, mas preferentemente de
aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 10 mg de poli(l:C)] por kg de peso corporal del sujeto, incluidos
todos los valores e intervalos entremedias. En otras realizaciones, una dosificacién adecuada de la formulacion de
BO-11X y/o agente inmunomodulador y/o agente terapéutico adicional estd en un intervalo de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, 0 en un intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a
aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién, los agentes y/o composiciones farmacéuticas descritas en el
presente documento se pueden administrar, por ejemplo, mas de una vez al dia, aproximadamente una vez al dia,
aproximadamente en dias alternos, aproximadamente cada tres dias, aproximadamente una vez a la semana,
aproximadamente una vez cada dos semanas, aproximadamente una vez al mes, aproximadamente una vez cada
dos meses, aproximadamente una vez cada tres meses, aproximadamente una vez cada seis meses 0
aproximadamente una vez al afio.

Kits

Se proporcionan kits que pueden simplificar la administracion de los agentes y/o composiciones farmacéuticas
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descritos en el presente documento. El kit es un conjunto de materiales o componentes, incluyendo al menos uno de
los agentes descritos en el presente documento. La naturaleza exacta de los componentes configurados en el kit
depende de su finalidad prevista. En una realizacion, el kit esta configurado con el propésito de tratar a sujetos
humanos.

En el kit se pueden incluir instrucciones de uso. Las instrucciones de uso normalmente incluyen una expresion
tangible que describe la técnica a utilizar cuando se usan los componentes del kit para afectar a un resultado
deseado, tal como para tratar, por ejemplo, el cancer, la diabetes o la obesidad. Opcionalmente, el kit también
contiene otros componentes Utiles, tales como, diluyentes, tampones, vehiculos farmacéuticamente aceptables,
jeringas, catéteres, aplicadores, filtros, (micro)agujas, herramientas de pipeteado o medicidn, materiales de vendaje
u otra parafernalia Gtil tal como los expertos en la materia pueden reconocer facilmente.

Los materiales y componentes montados en el kit se pueden proporcionar a la tienda practicante en cualquier forma
de conveniencia y adecuada que conserve su operabilidad y utilidad. Por ejemplo, los componentes se pueden
proporcionar a temperaturas ambiente, refrigeradas o de congelacion. Los componentes estan normalmente
contenidos en los materiales de envasado adecuados. En diversas realizaciones, el material de envasado se
construye mediante métodos bien conocidos, preferentemente para proporcionar un ambiente estéril, libre de
contaminantes. El material de envase puede tener una etiqueta externa que indica el contenido y/o proposito del kit
y/o sus componentes.

Ejemplos

Los ejemplos que no se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos y/o de
referencia Unicamente.

Ejemplo 1 : Efectos del tamafio del complejo sobre los efectos anticancerosos de distintas preparaciones de poli(l:C)
basadas en jetPEI (I:C) (formulaciones de BO-111)

Materiales y métodos

Formulaciones de BO-111 (proceso de 2 viales)

Las moléculas de acido poliinosinico [poli ()] y acido policitidilico [poli(C)] de cadena sencilla que se utilizaron para la
generacién de moléculas de &cido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] de doble cadena] se obtuvieron de
proveedores comerciales tales como Tide Group, Carbogen o Invivogen. Dependiendo del proveedor y el lote, la
distribucion del tamafio de las moléculas de poli(C) se definen como: <400 bases, 20-82 % (con pruebas adicionales
realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo, 33 %, 43 % o 50 %); 400-850 bases, 15-40 % (con
pruebas adicionales realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo, 27 %, 30 % o 37 %); 850-5000
bases, 3-50 % (con pruebas adicionales realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo 13 %, 30 % o
34 %); >5000 bases, 1 % o menos (generalmente ausentes). Dependiendo del proveedor y el lote, la distribucién del
tamafo de las moléculas de poli(l) se definen como: <400 bases, 80-95 % (con pruebas adicionales realizadas
usando preparaciones que presentan, por ejemplo, 86 % y 91 %); 400-850 bases, 5-20 % (con pruebas adicionales
realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo, 8 % o 12 %); 850-5000 bases, 0-5 % (con pruebas
adicionales realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo 1 % o menor); >5000 bases, 1 % 0 menos
(generalmente ausentes). Los criterios de aceptacion para la fabricacion de formulaciones de BO-111 que se aplican
a poli(l) y poli(C) en polvo o soluciones también incluyen maximo de absorcion (a una longitud de onda de 248 *
1 nmy de 268 + 1 nm para poli(l) y poli(C ), respectivamente), un contenido de endotoxinas (< 10 UE/mg), pH (6,0-
8,0) y un coeficiente de sedimentacion (= 4S).

Se obtuvieron preparaciones de lotes de poli(l) disolviendo polvo de poli(l) (1,0 eq., 23,99 g) a50 € en PBS 1 x (2,4
I) con agitacion continua en un matraz de 6 litros. Las preparaciones de lotes de poli(C) se obtuvieron por separado
utilizando polvo de poli(C) de la misma manera y a la misma concentracion. Se pudieron emplear etapas adicionales
de filtracién para mejorar aun mas la calidad de las soluciones de partida utilizando membranas con un corte de
300 kDa o un punto de corte de 500 kDa (casete Pellicon 2, Millipore). Los permeados de estas etapas de filtracion
se concentran y se liberan de impurezas de pequefio tamafio, tales como mondmeros, a través de una membrana
de 30 kDa (casete Pellicon 2, Millipore). La fraccion retenida resultante para cada solucion se mezcla con una
solucién tampén concentrada (tal como PBS 10X). Para ambas soluciones, se determiné la densidad oOptica para
calcular la concentracién como base para una estequiometria 1:1 para la siguiente etapa de hibridacion, ajustando
en consecuencia el volumen total antes de la etapa de hibridacion. La solucion de poli(l) se mezcla y se agita con
moléculas de solucién de poli(C) a 55 - 62 € durante 30 minutos. La solucién resultante se enfri6 lentamente a
temperatura ambiente durante aproximadamente 3 horas para hibridar las moléculas monocatenarias y generar
moléculas de poli(l:C), y, finalmente, se filtra sobre un filtro de poro de vidrio G3 (tamafio del poro de
aproximadamente 15 a 40 yum).

Este proceso de hibridacion genera una solucidon que contiene un conjunto de moléculas de poli(l:C) de doble
cadena diferentes, que se aplica a continuacion en una columna cromatografica GPC. La cromatografia se realiza
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con una columna de vidrio de Omnifit de 5 cm de didametro que estaba cargada con una suspensiéon de 700 ml de
Toyopearl HW-65F en tampon de fosfato de sodio 40 mM. La suspension se dej6é sedimentar lentamente, seguido de
lavado con tampoén de fosfato sédico 40 mM (pH = 6,9) a un caudal creciente de 10 ml/min a 60 ml/min. La columna
se instalé en un dispositivo de HPLC preparativa que compuesta por dos bombas de alimentacién, un detector de
UV, vélvulas de muestreo y un ordenador. La mezcla de reaccién desde la hibridaciéon se cargo en la columna y se
eluyo con tampoén fosfato sédico 40 mM (flujo = 50 ml/min, pH = 6,9). Se tomaron fracciones objetivo cuando la sefial
de UV estaba entre 100 mV y 1250 mV, y se juntaron para el posterior procesamiento usando cuatro ciclos de
desalado de dilucién y concentracién usando un dispositivo de flujo tangencial (TFF, Millipore, Pellicon 2, celulosa
regenerada, equipado con tres casete de membrana de 0,1 m? cada uno, 300 kDa de corte). Se conectaron una
entrada y salida a la primera botella de vidrio con las fracciones de cromatografia agrupadas. La fraccion retenido
final y la solucién de lavado se filtraron sobre una membrana para dar una solucién transparente e incolora que se
desalé usando isopropanol, se secé por congelacion y se liofilizd a temperatura ambiente (a 1 mbar durante
aproximadamente 5 dias).

Se obtuvieron diferentes In vivo-JetPEI comerciales [que tenian un peso molecular promedio comprendido entre 8,3
y 22,5 kDa, y un indice de polidispersidad <1,5, determinado a partir del de PEOX (6xido de polietileno, precursor de
la PEI) mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC:SOP GPC-0044) y se esteriliz6 por filtracion a través de
un filtro de 0,2 um] en PolyPlus (n.°de catalogo 201 -50G). El proceso de 2 viales implica mezclar el contenido de un
vial 1 que contenia moléculas de poli(l:C) (volumen de 1,0 ml 0 menos, cuando se pipetean rapido las soluciones, o
hasta 5,5 ml, cuando se usa una jeringa) con un Vial 2 que contenia solucién de PEI (volumen de 1,0 o menos ml,
cuando se pipetean rapido las soluciones, o hasta 5,5 ml, cuando se usa una jeringa). Como alternativa, el contenido
de Vial 1 se aspira con una jeringa (10 ml) y una aguja (G20-0.9 um) y rapidamente se inyecta sobre la superficie del
liquido en el Vial 2. A continuacion, la preparacién de BO-111 resultante se filtra a través de una membrana que
tiene un tamafo de poro en el intervalo de 1-5 um, asegurando la eliminacion de las particulas mas grandes y
visibles. Se incluyd glucosa (o manitol) como excipiente en el Vial 1 para llegar a una concentracion del 5 % (p/v) en
la preparacion final de BO-111 [es decir, dicha composicion se forma afiadiendo adicionalmente glucosa (o0 manitol)
a una concentracion de 5 % (peso/volumen total de dicha composicion)]. La glucosa se ha utilizado ampliamente
como un excipiente que promueve una osmolalidad aceptable de BO-111 (302 mOsm/Kg) sin comprometer las
caracteristicas funcionales o fisico-quimicas y evitar posibles efectos secundarios no deseados debido a la
administracion de manitol en altas concentraciones.

Se produjeron preparaciones de BO-111 distintas filtrando una o dos veces la solucién de BO-111 inicial a través de
una membrana de acetato de celulosa de diferentes tamafos de poro (filtros de jeringa Minisart® NML, Sartorius) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Alternativamente, la preparacién inicial de BO-111 se centrifugé
durante 15 minutos a la velocidad indicada usando un rotor de angulo fijo FA-45-24-11 para centrifugas 5415 D/5415
R (Eppendorf). El flujo a través de la filtracion en membrana y el sobrenadante de centrifugacién, respectivamente,
se almacenaron hasta su uso a 4 C a una concentrac ién de poli(I:C) de 0,5 - 0,8 mg/ml, segun lo determinado por
UV. A continuacién se vuelve a calcular la concentracién de poli(l:C) antes de cada experimento, generando una
muestra con la misma dosis para cada estado. El tamafio de las moléculas de poli(l:C) en las preparaciones de BO-
111 se determind usando geles de agarosa y preparaciones de poli(l) y poli(l:C) no marcadas o marcadas con [32P].
Brevemente, se cargaron 1 ug de poli(l) y poli(l:C) (PBS) en el gel de agarosa y se realizé la electroforesis durante 1
hora a 80 voltios en tampén TBE. Dependiendo de la distribuciéon de tamafios de las moléculas de poli(C) y poli(l)
iniciales, la distribucion del tamafio de las moléculas de poli(l:C) que estan presentes en las preparaciones de BO-
111 se determiné como: <400 bases, 7-57 % (con pruebas adicionales realizadas usando preparaciones que
presentan, por ejemplo, 15% o 21 %); 400-850 bases, 20-45 % (con pruebas adicionales realizadas usando
preparaciones que presentan, por ejemplo, 25 % o 27 %); 850-5000 bases, 20-70 % (con pruebas adicionales
realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo 52 % o 53 %); >5000 bases, 0-9 % (con pruebas
adicionales realizadas usando preparaciones que presentan, por ejemplo, 1 % o 0 %).

Tecnologias analiticas

El valor para el didmetro promedio zeta (promedio z) y el indice de polidispersidad de las particulas de
JetPEl/poli(l:C) en distintas preparaciones de BO-111 (entre 0,5-0,8 mg/ml, para diluir para ensayos basados en
células y otros a una concentracion de poli(l:C) de 1,0 ug/ml) se determiné usando Zetasizer Nano ZS de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y de acuerdo con la norma ISO 22412, en funcién de la suposicion de que dichas
particulas son esféricas. En general, la dispersion de luz dinamica (tecnologia Nanosizer) se aplica utilizando el
software v7.11.

Caracterizacion funcional de las preparaciones de BO-111

Las diferentes preparaciones de BO-111 se analizaron usando células de melanoma humano, células pancreaticas
humanas o melanocitos humanos de acuerdo con la literatura que describe las propiedades de los complejos de BO-
110 (Pozuelo-Rubio M et al., 2014; Tormo D et al., 2009; documento W02011003883). Brevemente, los ensayos de
viabilidad celular se realizaron en células adherentes al menos 12 horas antes del tratamiento. El porcentaje de
muerte celular en los tiempos indicados y las concentraciones de tratamiento se estimaron mediante ensayos de
exclusién de azul tripan en células flotantes y adherentes que se agruparon, se tifieron con una soluciéon de azul
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tripan al 0,4 % (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, EE. UU.) y se puntuaron con un microscopio optico (se contd
un minimo de 100 -500 células por tratamiento). Cada preparacion se analizé durante un periodo comprendido entre
12 horas y 48 horas y a concentraciones de moléculas de poli(l:C) en las diferentes preparaciones que estaban
comprendidas entre 0,1y 2,5 pg/ml.

Resultados

El proceso existente para la preparacién de complejos de BO-110 como se describe en la literatura (Pozuelo-Rubio
Met al., 2014; Tormo D et al., 2009; documento W02011003883) se ha establecido a escala de laboratorio y tiene
algunas limitaciones importantes con respecto a los requisitos para la generacién de materiales que pueden
analizarse en una escala preclinica mas amplia, y, después, para la evaluacién clinica: concentracion limitada (no
superior a 0,05 mg/ml) y posibilidad limitada para aumentar la escala y, al mismo tiempo, realizar el proceso de
fabricacion cumpliendo con las GMP. En particular, el proceso de fabricacion deberia permitir producir lotes de
formulaciéon que comprendan particulas que contengan poli(l: C) que tengan caracteristicas fisico-quimicas (tales
como esterilidad, distribucién del tamafio de particula, estabilidad, ausencia de particulas visibles y subvisibles, y
concentracion de al menos 0,5 mg/ml) lo mas uniforme posible entre distintas preparaciones para evaluar
correctamente sus efectos biolégicos y uso médico en modelos preclinicos pertinentes y ensayos
farmacoterapéuticos.

Una primera etapa para alcanzar estos objetivos fue sustituir la etapa de agregar gota a gota una solucion de
poli(:C) a la solucién de JetPEl (o de otro modo, como en las preparaciones iniciales de BO-110, documento
W02011003883) e incubar la mezcla a temperatura ambiente. La velocidad de mezclado se identific6 como un
factor potencialmente importante, aunque no evaluado, para resolver el problema de fabricacion. En este ambito, se
establecié un nuevo tipo de formulacion de poli(l:C)-PEI, denominada BO-111, sustituyendo el enfoque de la mezcla
a granel de soluciones para liofilizar y envasar en viales, con el objetivo de producir dos viales, cada uno de ellos
con la cantidad deseada de moléculas de JetPEl y poli(l:C). El contenido de los dos viales se mezcla rapidamente
mediante inyeccién (o por otros medios para mezclar rapidamente liquidos, tal como pipeteado rapido), teniendo las
dos soluciones un volumen similar. La soluciéon resultante tiene un volumen compatible con ensayos y usos
posteriores (por ejemplo, una preparacion de 1,2 ml de BO-111 a 0,5 mg/ml, que resulta de mezclar 2 soluciones,
cada una de ellas con un volumen de 0,6 ml).

La jeringa y la aguja utilizadas para la mezcla generan suficiente turbulencia para promover la mezcla rapida y la
formacion rapida de particulas en preparaciones de BO-111, con particulas visibles limitadas (o ausentes). Los
detalles técnicos especificos del proceso de fabricacion de BO-111 pueden adaptarse para proporcionar un mayor
nivel de actividad, reproducibilidad, estabilidad y/u homogeneidad de las preparaciones de BO-111, por ejemplo,
extrayendo sales, eliminando residuos de produccion, filtrando las soluciones con filtros con tamafios de poro
grandes (por ejemplo, en el intervalo de 1 a 5 um), pipeteado rapido o agitacion vorticial de las dos soluciones,
seleccionando el tamafio/diametro de la jeringa, afiadiendo rapidamente soluciéon de poli(l:C) a la solucién JetPEl y
no lo contrario, o liofilizando preparaciones usando compuestos como glucosa o manitol como excipiente.

Sin embargo, tales detalles dificilmente pueden transferirse de volimenes pequefios para uso Unico o inmediato a
preparaciones de mayor escala de formulaciones farmacéuticas compatibles con las GMP que se basan en JetPEI
como vehiculo y contienen moléculas de poli(l:C) a una concentracion suficientemente alta (al menos 0,5 mg/ml) y
concentraciones uniformes que son requeridas para probar dosis altas durante la evaluacién farmaco-toxicoldgica u
otra evaluacion preclinica. Ademas, la etapa de mezclar componentes de BO-111 justo antes de la administracion se
deja en las manos del técnico la buena calidad del material final, en particular con respecto a la formacién de
soluciones claras, no turbias que contienen particulas de BO-111 que tienen un intervalo de diametro (tamafio)
mayor, y no totalmente controlado.

En este contexto, el objetivo en la siguiente etapa fue evaluar diferentes medios y efectos de la estandarizacién del
diametro de la mezcla de particulas de BO-111. La preparacion inicial de BO-111 que se obtuvo por el proceso de 2
viales de pipeteado rapido se us6 para generar y comparar preparaciones alternativas en las que la concentracion
y/o tamafio del soluto, tal como complejos de BO-111, se alteran dentro de la solucion mediante el uso de
tecnologias comunes, tales como centrifugacion a alta velocidad (por ejemplo, a mas de 5000 rpm) vy filtracion (por
ejemplo, con tamafio de poro en el intervalo de 1-5 pm o en un intervalo submicromolar).

Este andlisis inicial muestra que, mediante la aplicacién de cualquiera de las tecnologias, las preparaciones
resultantes de BO-111 no solo presenta una reduccion en el diametro promedio de particula de BO-111, sino
también un sorprendente aumento de la citotoxicidad de estas preparaciones contra las células cancerosas que es
proporcional al diametro promedio disminuido de los complejos de BO-111 (Fig. 1A). Este mayor efecto
anticanceroso también se confirmé en un estudio de respuesta a la dosis que muestra que la solucion BO-11 de flujo
continuo, obtenida por filtracién de la solucién inicial de BO-111 con el tamafio de poro submicromolar mas grande,
presenta un aumento ya importante de los efectos anticancerosos de los complejos de BO-111, especialmente a
concentraciones bajas de de BO-111 (Fig. 1 B). Un incremento similar de la citotoxicidad también se confirma
mediante el uso de preparaciones de BO-110 que se filtran a través de un filtro que tiene un tamafio de poro de
0,8 um.
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Otros criterios que pueden evaluarse son los relacionados con las caracteristicas de jetPEl y la relacion con respecto
a las moléculas de poli(l:C). A nivel estructural, las preparaciones de jetPEI que incluye PEI lineal dentro de un
intervalo de peso molecular promedio se analizaron usando el procedimiento de 2 viales. La comparacién de la
citotoxicidad de tales preparaciones de BO-111 (Fig. 2A) demostré que la PEI lineal de peso molecular mas alto (por
ejemplo, entre 17 y 23 kDa) proporcionan preparaciones de BO-111 anticancerosas que son mas eficaces que las
que incluyen PEI lineal que tiene un peso molecular mas bajo (por ejemplo 8,3 kDa).

Ademas de definir un intervalo de tamafios de PEI lineal que son adecuados para la fabricaciéon de BO-111 que tiene
las propiedades anticancerosas deseadas, el efecto de la diferente proporcién de concentracion entre aminas de PEI
y fosfato aniénico de las moléculas de poli(l:C) se ensayé en el contexto de la fabricacion de BO-111. El equilibrio
i6nico entre las moléculas de JetPEIl y poli:(I C) puede proporcionar complejos que presentan diferentes niveles de
interacciones con los componentes celulares (por ejemplo, para la entrada eficaz en la célula). Este equilibrio se
calcula como la relacion N/P, que define el nimero de residuos de nitrégeno de JetPEl por fosfato de
polirribonucleétido, un valor que, para los experimentos de liberacién de polirribonucleétidos in vivo, se recomienda
entre 6 y 8 (evitando los problemas de toxicidad mas alla de 8, es decir 0,16 ul de JetPEI por ug de moléculas de
poli(l:C) de doble cadena). Distintas preparaciones de BO-111 mostraron un efecto citotdxico de dosis-respuesta en
células de melanoma y en melanocitos normales al aumentar dicha relacion N/P de 1,8 a 5,2. De hecho, solo en un
intervalo intermedio (alrededor de la relacion N/P de 3), la citotoxicidad frente a las células de melanoma es muy
superior a aquella contra melanocitos normales, estando afectada la viabilidad de las ultimas células solo
marginalmente por esta preparacion especifica BO-111 cuando se compara las células no tratadas (Fig. 2B).

También se han analizado preparaciones de BO-111 para determinar el contenido de moléculas de poli(l:C) usando
lotes de poli(l:C) marcados o sin marcar. La preparacién de lotes de poli(l:C) inicial comprende moléculas de poli(l:C)
de doble cadena que, en consecuencia a su fabricacion y su hibridacion, tienen una distribucién de tamafio de hasta
5 kilobases de longitud (0 mas), con al menos 40 % o 50 % de tales de doble cadena con un tamafio mayor que 0,85
kb y al menos el 70 % de tales polirribonucleétidos de doble cadena con un tamafio comprendido entre 0,4 y 5 kb
(en una preparacion representativa, <400 pares de bases (pb): 21 %, 400-850 pb: 27 %, 850-5000 pb 52 %). Cuando
las moléculas de poli(l:C) se asocian a JetPEl en complejos con preparaciones de BO-111 utilizando el proceso de 2
viales, la totalidad de moléculas de poli(I:C) se asocia con JetPEl, como se muestra mediante analisis en gel de
agarosa con preparaciones de BO-111 no marcadas o marcadas (Fig. 3A y 3B.). Por electroforesis también se ha
determinado que, en las preparaciones de BO-111 a una relacién N/P por debajo de 3, las moléculas de poli(l:C) no
estan completamente asociadas con JetPEI, como se puede observar con una relacion de N/P mayor (3 o superior;
Fig. 3C). Por lo tanto, un proceso de fabricacion adecuado permite la incorporacion eficiente de moléculas de
poli(l:C) con una distribucion del tamafio amplia en preparaciones de BO-111 biol6gicamente funcionales sin afiadir
un procedimiento especifico para eliminar las moléculas de poli(I:C) o JetPEI sin formar complejo.

Se evaluaron las caracteristicas estructurales de BO-111 también mediante el uso de tecnologias para el
establecimiento de la distribuciéon del tamafio de particulas en el intervalo de submicrémetros cuando el proceso de
fabricacion se repite 0 se modifica o cuando las preparaciones de BO-111 se analizan para determinar su
estabilidad. La reproducibilidad de este proceso de fabricacién se demuestra dado que distintas preparaciones de
BO-111 siempre estan presentando una distribucién monomodal del tamafio de particula, con didmetros que se
concentran en su mayoria alrededor de 100 nm, con mayor frecuencia entre 50 y 90 nm (diametro promedio (d. nm)
de 85-90 nm), con una gran mayoria de particulas que tienen un tamafio inferior a 100 nm, o 200 nm, pero no
superior a 400 nm, pero habitualmente incluso no superior a 300 nm (Fig. 4A). Cuando esta preparacion de BO-111
de referencia esta expuesta a variaciones de temperatura o tiempo de incubacion, la distribucién del diametro puede
cambiar, pero todavia es monomodal, alcanzando un maximo entre 100 y 150 nm (diametro promedio (d. nm) de
105-110 nm), con una gran mayoria de particulas todavia con un didmetro inferior a 300 nm y no superior a 600 nm
(Fig. 4B y 4C). Las preparaciones de BO-111 correspondientes todavia presentan un nivel de citotoxicidad similar
cuando se analizaron como se divulga para la Figura 1 y 2, lo que demuestra que este procedimiento de mezcla
puede proporcionar formulaciones consistentes con los requisitos para el desarrollo farmacéutico. Sin embargo, las
modificaciones del proceso, tales como la reduccién de la velocidad de mezclado o la no introduccion de
procedimientos de filtrado puede alterar la distribucién del tamafio de los complejos de BO-111, convirtiéndose en
bimodal, con un tamafio promedio (d.nm) mal controlado y mayor y una gran mayoria de particulas superiores a
500 nm (Fig. 4D).

Estos experimentos muestran que el proceso de fabricacion y formulacion del complejo nombrado BO-110 se puede
mejorar mediante la aplicacion de una mezcla rapida y controlada de componentes a pequefia escala antes de su
uso, lo que lleva a una preparacion basada en poli(l:C) mas uniforme, concentrada y eficaz denominada BO-111. Sin
embargo, se necesitan mejoras adicionales para generar preparaciones que presenten preparaciones que cumplen
totalmente con las GMP para caracteristicas de mayor estabilidad y eficacia independientemente de un
procedimiento que se ha establecido justo antes de uso médico. En particular, el método de "pipeteado rapido" u
otras variaciones del proceso de 2 viales todavia pueden proporcionar una cantidad considerable de particulas que
tienen un didmetro superior a 200 nm (hasta 1 pm o varios micrémetros). La etapa de filtracion adicional (y
posiblemente solo parcialmente eficaz) que seria necesaria con el fin de proporcionar las preparaciones de BO-111
estériles y concentradas deseadas (que presenten complejos funcionales de un didmetro menor, uniforme y
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distribuido mas estrechamente alrededor de 100 nm) puede tener la consecuencia de la pérdida de una gran
cantidad de material que queda retenido en el filtro de membrana. Por tanto, aunque el enfoque inicial ha permitido
establecer preparaciones de BO-111 a pequefia escala con una relacion inversa entre el diametro del complejo de
BO-111 y su actividad terapéutica, se necesitan mas mejoras técnicas para el establecimiento y la mezcla de
moléculas de poli(I:C) y soluciones de jetPEIl de una manera que sea conveniente para la fabricacion a granel de
formulaciones farmacéuticas estables que cumplan las GMP que comprenden complejos basados en poli(l:C) con
una distribucion del tamafio estrecha y controlada que se puede usar después para producir varios viales, cada uno
de ellos con caracteristicas controladas y comparables [tal como el contenido de poli(l:C), estabilidad del complejo y
las actividades bioldgicas de las formulaciones].

Ejemplo 2: Proceso de 1 vial para la produccion de preparaciones de BO-11X conforme a las condiciones de las
GMP (formulacién de BO-112)

Materiales y métodos

Fabricacion de preparaciones de BO-112 (proceso de 1 vial)

Se producen preparaciones de poli(l:C) como soluciones que tienen la concentracion, la distribuciéon del tamafio de
molécula, y de acuerdo con el protocolo descrito en el Ejemplo 1. No obstante, se obtuvo un lote de poli(l:C) para el
siguiente proceso de ejemplo: la solucién de poli(C) se calent6 a 61 a 66 T durante 1,5 horas antes d e mezclar esta
con la solucion de poli(l) y agitar a 55 a 58 T du rante 70 minutos, después de lo cual la mezcla se enfrié y se filtré a
través de una membrana de 0,2 um. Algunas condiciones aplicables a la etapa de cromatografia y/o filtracion,
ausencia o presencia de una etapa de congelacion, junto con tampén y tiempo de hibridacién, se adaptaron para
reducir ain mas la viscosidad en solucidén o precipitacion de complejos. Como excipiente en la formulacion final se
usa manitol o glucosa. La soluciéon 1 que contiene JetPEl se obtiene usando JetPEl en una preparacion liquida
concentrada o preparaciones a granel sélidas solubilizantes de JetPEI (que tienen un peso molecular comprendido
entre 17 y 23 kDa) en una cantidad de agua estéril para inyectables para llegar a 150 mM, y mezclando para obtener
una solucién homogénea. Se realiza una etapa de dilucidn adicional para alcanzar una concentracion de 11,25 mM,
antes de la dilucion final a 5,62 mM en el vial final. La solucién 2 contiene moléculas de poli(l:C) y monohidrato de
glucosa en una cantidad que, después de mezclar con JetPEl, proporciona una solucién formada por la adicién de
5 % de glucosa (peso/volumen total de dicha composicion) y poli(l:C) a 0,5-0,7 mg/ml del volumen total de dicha
composicion, de modo que se forman dichos complejos de poli(l:C) con dicha JetPEI, que dan como resultado una
composicion de BO-112 que tiene de 10° a 10™ particulas en solucién por vial.

Solucion 1 y 2 se esterilizan de forma independiente usando una doble filtracién a través de filtros de 0,2 um
(Sartopore ©2150 0,2 pm, validados completamente como filtros de calidad para esterilizacién (conforme a la norma
ASTM F-838-05) usando una bomba Watson Marlon (velocidad 30 rpm). La mezcla automatica de las dos
soluciones se realiza en cada vial utilizando un proceso secuencial: (i) Se afiade la solucién 1 al vial con una bomba
Watson-Marlow para dosificar de 5,95 a 6,05 g (6 ml; densidad: 1 g/ml), (ii) la solucion 2 se afiade sobre la solucion
1 usando un tubo de 1,8 mm de diametro interno conectado a una aguja G20-0,9 um usando una bomba Flexicon a
una velocidad de 550 rpm para dosificar 6,08-6,40 g (6 ml). Los resultados se pueden mejorar utilizando un
mezclador de piezas en T. En el caso de agregados de particulas (por ejemplo, con un tamafio en el intervalo de 1-
100 um o mayor) que pueden estar todavia presentes por inspeccion visual al final del proceso de fabricacion (o
durante su almacenamiento) debido a interacciones electrostaticas, el producto puede filtrarse sobre un filtro de
0,8 um antes de su uso (por ejemplo, antes de su inyeccion), sin alterar por ello las propiedades biologicas ni la
distribucion del diametro monomodal de las particulas dentro de la composicién. Por ejemplo, la formulacién de BO-
112 puede filtrarse a través de un filtro de jeringa Minisart (Sartorious) con un tamafio de exclusién de 0,8 um. Los
viales se sellan con tapones de goma estériles libres de pirébgenos y se engarzan con capsulas de aluminio y se
etiquetan individualmente.

Formulaciones que contienen poli(l: C) comercialmente disponibles

Poli-ICLC es una preparacion de poli(l:C) que se estabiliza con polilisina y carboximetilcelulosa (Ewel C et al., 1992;
documentoWw02005102278). LyoVec-HMW (n.° cat. tIrl-piclv) y LyoVec-LMW (n.° tlrl-picwlv), y preparaciones de
poli(l:C) correspondientes con un peso molecular alto (HMW; Cat. Name tlrl-pic) y de peso molecular bajo (LMW;
Cat. Name tlrl-picw) estan disponibles en Invivogen.

Pruebas analiticas

El andlisis del diametro y la distribucion de BO-112 se realiz6 de acuerdo con el Ejemplo 1 usando un equipo
estandar de Dispersion de Luz Dinamica.

Resultados
La definicion de preparacion de BO-11X se aplica a las composiciones farmacéuticas que se obtienen mezclando

apropiadamente una solucién que contiene PEI con una soluciéon que contiene moléculas de poli (I:C) para generar

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2755418 T3

complejos que tienen un intervalo de diametro de particula pequefio y estrechamente distribuido (como se define por
un diametro promedio Z que alcanza un maximo entre 50 y 100 nm y que no supera 300 nm, o incluso 200 nm,
como se muestra en el Ejemplo 1). Si las preparaciones de BO-111 resultan de una etapa de mezclado que se
realiza manualmente justo antes del uso posterior (es decir, "proceso de 2 viales"), se han tenido en cuenta los
requisitos relacionados con las GMP y otros requisitos industriales (por ejemplo, para automatizar el proceso) para
establecer un "proceso de 1 vial" que proporcione una formulacién de BO-11X que cumpla con las especificaciones
farmacéuticas requeridas y lista para ser inyectada. En este ambito, las dos soluciones se preparan por separado (y,
en el caso de una solucién poli(l:C), que incluye también uno o mas excipientes) y se esterilizan mediante filtracion
antes de mezclarlas en un sistema automatizado en el que se controlan la velocidad y el tiempo de mezclado y
mantenido para cada vial.

La Figura 5A proporciona una vision general de tal proceso para generar un primer tipo de preparaciones de BO-11X
gue se denomina formulaciones de BO-112 en las que la sustancia farmacoldgica (es decir, moléculas de poli(l:C)
de doble cadena que se generan mediante la hibridacion de moléculas de poli(l) y de poli(C) de cadena sencilla) se
mezclan primero con un excipiente como la glucosa en una solucién que se esteriliza por filtracion, por separado de
la solucion que contiene un polimero que tiene la funcidon de vehiculo (es decir, JetPEIl). A continuacion, estas dos
preparaciones a granel se mezclan apropiadamente en cada vial para generar un gran numero de formulaciones
farmacéuticas comparables estructural y funcionalmente que se requieren para estudios farmacotoxicologicos y
aplicaciones clinicas.

Este enfoque aprovecha los hallazgos descritos en el Ejemplo 1 y puede automatizarse para proporcionar
preparaciones de BO-112 con caracteristicas incluso mas uniformes. Este procedimiento de mezcla permite no solo
incorporar todas las moléculas de glucosa, JetPEl y poli(l:C) disponibles en los complejos dentro de las
preparaciones de BO-112 (Fig. 5B) sino también modular el diametro promedio y la distribucién del diametro
monomodal de los complejos dentro de las preparaciones BO-112, de modo que el promedio Z se puede modular
entre 30 y 150 nm (figura 5C). Las preparaciones de BO-112 resultantes presentan complejos de BO-112 que tienen
una distribucion de diametro monomodal, sin particulas visibles incluso si la solucion final no se filtra a través de
5 um después de mezclar las soluciones 1 y 2. Las condiciones de mezcla pueden adaptarse, en particular
modificando la velocidad de mezcla entre 50 rpm y 600 rpm y/o la velocidad de flujo para una solucion de poli(l:C) o
de JetPEIl entre 1 ml/min y 50 ml/min.

En general, las preparaciones de BO-11X (y en particular las preparaciones de BO-112) presentan las siguientes
caracteristicas principales: particulas incoloras, no visibles, una osmolalidad comprendida entre 260 y 340 mOsm/kg,
un pH comprendido entre 2,7 y 3,4, una rotacion Optica entre + 1500 y +3750, un potencial zeta igual o superior a
30 mV, una distribucion de diametro monomodal de particula con diametro promedio Z (nm) entre 30 y 150 nm, pero,
preferentemente, entre 60 nm y 130 nm, y que comprende moléculas de poli(l:C), en las que al menos el 40 % o el
50 % de dichos polirribonucleétidos de doble cadena con un tamafio superior a 0,85 Kb y al menos el 70 % de
dichos polirribonucleétidos de doble cadena tienen un tamafio comprendido entre 0,4 y 5 Kb. Las caracteristicas
tales como la distribucion del diametro de las particulas pueden modificarse utilizando una mezcladora de piezaen T
en combinacion con una velocidad de flujo diferente para la soluciéon 1 y la solucion 2. Cuando dicha velocidad es
superior a 20 ml/min (por ejemplo, 30 ml/min), la turbidez de la preparaciéon de BO-112 resultante se reduce en
paralelo con la reduccién del diametro de particula promedio Z y la distribucion del diametro alrededor de este valor,
mientras se mantiene la monomodalidad, posiblemente debido al cambio en el régimen de flujo.

La preparacion de ejemplo de BO-112 presenta una composicion similar a BO-111 (formada con 6,924 mg de
poli(l:C), 5,625 mM de JetPEl, 5% de glucosa), pero cada vial comprende particulas que tienen un diametro
promedio Z de entre 45 +/- 5nm y 81 +/- 5 nm (por ejemplo, 73 +/- 5 nm), con al menos un 50 % de particulas
menores de 85 +/- 20 nm, potencial zeta de 38 mV y pH 3,1. Estas propiedades estructurales que se mantienen
después del ciclo de congelacidon/descongelacion a -20 T o una exposicion extensa a temperatura ambien te pueden
modificarse en lotes distintos, manteniendo los criterios de aceptacion dentro de intervalos de valores especificos
(por ejemplo, las formulaciones de BO-112 pueden presentar un diametro promedio z de 100 +/- 50 nm (por ejemplo,
89 nm), con un potencial z comprendido entre aproximadamente 40 y 45 mV (por ejemplo, 43 mV). Estos valores
pueden modificarse después de la crioconservacion, pero aln pueden permanecer dentro de estos intervalos.

Al menos algunos de dichos criterios de reproducibilidad y aceptacion se pueden comparar con los de otras
formulaciones que contienen poli(l:C) para las que se conoce actividad anticancerosa. En el nivel del tamafio de las
moléculas de poli (I:C), las moléculas de poli(l:C) que se incluyen en el Lyovec-HMW y Lyovec-LMW comerciales
cubren intervalos de tamafio que son claramente distintos de los del proceso de fabricacion BO-11X, que en realidad
se utiliza (con HMW casi por completo por encima de 0,85 kb y LMW casi por completo por debajo de 0,85 kb; Fig.
6A). Esta diferencia de tamafio en las moléculas de poli(l:C) puede depender de los diferentes procesos de
fabricacion y/o vehiculos que estan asociados en los complejos con moléculas de poli(l:C). Los valores promedio Z
de complejos dentro de complejos basados en poli(l:C) dentro de poli-ICLC (que comprende polilisina y
carboximetilcelulosa) y LyoVec-HMW/lyoVec-LMW (segtn el fabricante, que comprende los reactivos de transfeccién
basados en lipidos catiénicos cloruro de di-tetradecilfosforilo-N,N,N-trimetiimetanaminio o DTCPTA y el lipido neutro
1,2-dipfitanoil-sn-Glicero-3-fosfoetanolamina, o DIPPE) se compararon con una de las formulaciones de BO-112, de
modo que se mostré que estas formulaciones comerciales contenian complejos que eran mucho mas grandes (en
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gran mayoria mayores de 200 nm) y, al menos para Lyovec-LMW, con una distribucién bimodal (figura 6B).

Si este andlisis se realiza después de un ciclo de congelacidon/descongelacion, estas preparaciones comerciales
también parecen menos estables, con una variabilidad no observada para BO-112 (Fig. 7A-D). De hecho, si la
formulacion de BO-112 tiene un diametro promedio Z (d.nm) de 100 +/- 50 nm (por ejemplo, 82,5 nm), y sin exceder
los 400 nm, como en las formulaciones de BO-111 (véase la Fig. 4 y Fig. 6B), las formulaciones de Poli-ICLC
basadas en LyoVec tienen un valor promedio Z muy por encima de 300 nm, lo que confirma que se proporcionan
poli(l:C) comercialmente disponibles como preparaciones que son heterogéneas en su composicion o incluyen
particulas grandes que estan mal caracterizado funcionalmente y cuyo tamafio se modifica durante un ciclo de
congelacién/descongelacion.

La hipercromicidad también se puede usar para evaluar la formulacion de BO-112 y, en particular, la estabilidad de
las moléculas de poli(l:C) de doble cadena dentro de las particulas como consecuencia de los cambios en la
temperatura (u otra condiciéon) que determina la separacion entre cadenas de poli(l) y cadenas de poli(C). La
formulaciéon de BO-112 mostré un efecto hipercromatico muy bajo con diferencias en la transmitancia a 260 nm por
debajo de 0,2 0 0,1. La estabilidad de los viales de BO-11X congelados a -20 C para diferentes tiempos también se
ha evaluado y confirmado.

La filtracién, liofilizacion y congelaciéon de la formulacién de BO-112 antes de la administraciéon no promueve
modificaciones sustanciales a las propiedades citotoxicas, la estabilidad o las caracteristicas estructurales de las
particulas dentro de la composicién con respecto a la formulaciéon original de BO-112. Por ejemplo, las
composiciones mantienen D90 % por debajo de 250 nm, el potencial zeta entre 40 mV y 50 mV, el diametro
hidrodinamico con un promedio Z entre 30 y 150 nm, la compatibilidad con el uso de glucosa como excipiente,
valores de polidispersidad comprendidos entre 0,1y 0,6, y otros criterios aplicables de la Farmacopea Europea).

Por lo tanto, Preparaciones de BO-11X, tales como preparaciones de BO-112, son formulaciones que presentan el
alto nivel de estabilidad y reproducibilidad para las particulas formadas por complejos de poli(l:C)-JetPEI que tienen
un diametro promedio Z (d.nm) por debajo de 200 nm (cuando no por debajo de 100 nm) que no se observé para las
formulaciones de poli(I:C) que se basan en otros vehiculos y métodos de fabricacion.

Ejemplo 3: Caracterizacion funcional de las preparaciones de BO-11X en modelos basados en células

Materiales y métodos

Formulaciones de poli(l:C)
Las preparaciones de poli(l C) se han obtenido como se describe en el Ejemplo 2.
Andlisis de la viabilidad celular

La linea celular de melanoma humano SK-MEL-103 y la linea celular de cancer pancreatico humano PANC 02,03 se
han utilizado como se divulga en el Ejemplo 1 y la bibliografia que se cita en el presente documento, utilizando las
formulaciones de el poli(l:C) a concentraciones que contienen moléculas de poli(l:C) en un intervalo entre 0,3 y
2,5 g/ml (siendo 0,85 mg/ml el valor de referencia mas relevante) y la exposicion de las células durante un periodo
comprendido entre 12 y 48 horas.

La actividad inductora de muerte de BO-112 se ensay6 en melanocitos normales y lineas celulares de melanoma y
glioblastoma y se comparé con componentes aislados, es decir, moléculas de poli(l:C) y PEI lineal (Jet PEI,
Polyplus). Se aislaron melanocitos normales de prepucios de donantes asintomaticos. Las células de melanoma SK-
MEL-28, SK-Mel-103, y UACC62 (con mutaciones en p53, NRAS y BRAF respectivamente) se obtuvieron de
colecciones establecidas en la ATCC o el Memorial Sloan Kettering Cancer Center (EE.UU.) y fueron objeto de
perfilado de repeticiéon en tandem corta (STR) (GenePrint® 10 System) para la autenticacién de la linea celular. Las
células se sembraron en placas de 96 pocillos (6000 células/paocillo). En triplicado por experimento, con poli(l:C)
solamente, formulaciones de BO-110 o BO-112 a 0,5 o 1 pg/ml para un tratamiento de 24 h 0 40 h.

Resultados

Los ejemplos 1 y 2 muestran los datos experimentales sobre el desarrollo inicial y la caracterizacion de las
formulaciones de BO-11X, lo que lleva a un aumento de la citotoxicidad de las formulaciones de BO-11X contra las
células cancerosas en comparacion con BO-110. Estos datos se pueden integrar adicionalmente mediante la
comparacion de del proceso de fabricacion de BO-11X y las preparaciones que contienen poli(I:C) resultantes con
los procesos y preparaciones que se describen en la literatura.

En el ejemplo 2 se ha demostrado que Lyovec-HMW y Lyovec- LMW comerciales tienen una distribucion

sustancialmente diferente. Sin embargo, se puede evaluar en qué medida el diferente tamafio de las moléculas de
poli(l:C) en las correspondientes preparaciones de HMW y LMW de poli(l:C) también pueden afectar a la actividad
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de los complejos generados usando el proceso de fabricacion de BO-11X y poli(l:C) HMW y LMW. Si la actividad
citotéxica de la formulacion de BO-112 se compara con formulaciones comerciales, estas Ultimas parecen mucho
menos eficaces en la destruccion de las células de cancer en al menos dos modelos in vitro (Fig. 8A y B). La
actividad citotoxica de BO-11X se puede medir en diferentes tipos de lineas celulares de cancer, representativas de
diferentes indicaciones clinicas de cancer, para evaluar qué indicaciones de cancer se tratan de manera mas
eficiente con BO-11X . Estos efectos también se pueden estudiar midiendo la expresion y/o secrecién de proteinas
que se sabe que modifican, y posiblemente mejoran, la respuesta celular contra las células cancerosas. Por ejemplo,
una formulacion de BO-112 induce, con mucha mas eficiencia que el poli-ICLC, la expresion de interferon-beta en
una linea celular de melanoma durante un periodo de al menos 24 horas (Fig. 8C). Esta evidencia in vitro se puede
utilizar para evaluar no solo qué tipos de cancer se pueden tratar de manera mas eficiente mediante la
administracion de una formulacién de BO-11X, sino también para la evaluacién de qué otros tratamientos para el
cancer (tales como vacunas, adyuvantes, anticuerpos, farmacos quimioterapéuticos, radioterapia, inmunoterapia, o
inhibidores de las actividades enzimaticas tales como quinasas) puede actuar de una manera mas eficaz cuando se
administra en combinacién con una formulacion de BO-11X (por ejemplo, reduciendo la dosis, la frecuencia y/o el
periodo de tratamiento con este otro enfoque).

De hecho, la especificidad de tales efectos citotdxicos contra lineas celulares de cancer y no contra células primarias
normales, mediante formulaciones de BO-11X (como se ha descrito previamente para las formulaciones de BO-110
a escala de laboratorio; Tormo D et al, 2009) se confirmé in vitro mediante la comparacion de las actividades con
compuestos apropiados y controles de células (fig. 9). Ni PEI_ lineal ni las moléculas de poli(l:C) individualmente
afectan de manera significativa a la viabilidad de las células tumorales (melanoma o glioma). Solo cuando las
moléculas de PEI lineal y poli(l:C) forman complejos, se observa una destruccion significativa de las células
tumorales, sin afectar a la viabilidad de los melanocitos normales. Se han usado enfoques similares basados en
células para la validacion de la formulacién de BO-11X y de BO-112 en particular, que han sido expuestas a
filtracion, liofilizaciéon, y/o congelacién, confirmando que los efectos citotoxicos se mantienen cualitativa y
cuantitativamente en las preparaciones de BO-112 después de tales procesos. Se pueden realizar andlisis mas
profundos de estos datos in vitro para guiar el desarrollo clinico utilizando diferentes modelos preclinicos que
implican la produccion y la comparacion de diferentes formulaciones de BO-11X, diferentes regimenes de
administracion, y/o afecciones asociadas a una enfermedad tal como el cancer.

Ejemplo 4 : Caracterizacién funcional de las preparaciones de BO-11X en modelos animales
Materiales y métodos
Formulaciones de BO-11X y otros compuestos

Las formulaciones de BO-112 se han obtenido como se divulga en el Ejemplo 2 y se diluyeron con una solucion de
PBS al 5 % de glucosa (vehiculo; ref.: BE14-516F, Lonza, Francia) en tres concentraciones diferentes de acuerdo
con una cantidad de dosificacién por kilo de peso corporal del animal de, respectivamente, 0,05 mg/kg, 0,5 mg/kg y
2,5 mg/kg.

Se eligié el anticuerpo anti-PD-L1 murino (InVivoPlus, clon 10F.9G2) como compuesto de inmunoterapia de
combinacién. Cada dia de la inyeccion a los ratones, el anticuerpo anti-PD-1 se diluyé con vehiculo a
concentraciones finales de 1,5 mg/ml.

Resultados

Se investigo la eficacia anticancerosa in vivo de la formulacion de BO-112 en una cepa de ratdn inmunocompetente
al que se le implantaron células de melanoma de ratén. Se trat6 a los ratones con una solucién de PBS o una
formulacion de BO-112 a tres concentraciones diferentes (0,05, 0,5, o0 2,5 mg/kg, administradas preferentemente por
via intratumoral), en combinacién con un anticuerpo anti-PD-L1 murino (administrado preferentemente por via
intravenosa) y se compard con el vehiculo solo a lo largo de 3 semanas (Fig. 10A). El anticuerpo anti-PD-L1 en
combinacion con el vehiculo no aumentd significativamente la supervivencia en comparacion con vehiculo solo. Las
tres combinaciones de las formulaciones de BO-112 analizadas con anticuerpo anti-PD-L1 (y posiblemente forman
independientemente tal anticuerpo) aumentaron significativamente la supervivencia de los ratones en comparacion
con el vehiculo o anti-PD-L1 de forma individual. Ademas, la supervivencia aumentd significativamente en la
combinacién de 2,5 mg/kg de la formulacion de BO-112 + anti-PD-L1 en comparacion con las dosis mas bajas de
Formulacion de BO-112. Estos resultados correlacionaron con tamafios de tumor medidos en estos grupos.

El anticuerpo anti-PD-L1 es un farmaco anticanceroso importante y validado y mediador de una respuesta inmune
eficaz contra las células cancerosas. El experimento de los inventores demuestra que los complejos de BO-11X se
pueden usar en combinacién con otros agentes anticancerosos y que la combinacién de compuestos de BO-11X con
otros agentes anticancerosos, tales como anti-PD1, tiene una potencia superior a la del agente anticanceroso solo,
dando lugar a un aumento significativo de la supervivencia y la eficacia antitumoral. Por otra parte, la mejora en la
supervivencia se correlaciona con un aumento de la dosis de formulacion de BO-11X a la combinacion, lo que apoya
que el beneficio afiadido en la supervivencia esta mediado a través de la formulacién de BO-11X.
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Por lo tanto, se pueden usar formulaciones de BO-11X (solas o en combinacion con otros agentes anticancerosos,
tales como anticuerpos, la inmunoterapia o quimioterapia, que se pueden administrar usando la misma via o una
diferente) en el tratamiento del melanoma y otras indicaciones de cancer, en particular las que permiten la inyeccién
peritumoral o intratumoral, tal como cancer pancreatico, de endometrio, de ovario, o cancer colorrectal. En este
ambito, la identificacién de vias biolégicas y mecanismos de accion especificos puede guiar a las dosis mas
adecuadas, los regimenes, la combinacion con otros farmacos o terapias, y las indicaciones para formulaciones de
BO-11X, como se muestra para los efectos combinados de anticuerpos monoclonales inmunomoduladores dirigidos
a PD -1 o CD137 y poli(l:C) que potencian las actividades de las células dendriticas (Sanchez-Paulete AR et al,
2015). Con este fin, Duewell P et al., 2015 divulgan un modelo animal alternativo de enfermedad que se puede usar
para analizar la composicion de la presente invencion.

El efecto terapéutico de B0O11X sobre el crecimiento tumoral (localmente y/o en lugares distales) y la respuesta
inmunitaria antitumoral se pueden medir mediante la realizacion de estudios in vivo sobre la administracion
intratumoral (i.t.) a través de en un intervalo de concentracion de moléculas de poli(l:C) (tales como 0,5, 1, 2, 2,5, 0
5 mg/kg) para evaluar como tal tratamiento mejora la supervivencia del raton en un modelo relevante, tal como un
modelo de melanoma de ratén, con o sin coadministracién de un farmaco adicional o una vacuna. Al mismo tiempo,
los estudios de dosis-respuesta sobre las actividades bioldgicas especificas inducidas por tratamiento con BO-11X
puede evaluarse en paralelo ex vivo, utilizando muestras de humanos o animales en el nivel de induccién de
apoptosis (mediante el brillo relacionado con la caspasa), secrecién de quimiocinas/citocinas en el liquido biolégico
(por ejemplo, la secrecion de IL-6 e IP-10), en la activacién y/o proliferacion celular in vitro (por ejemplo, asociada a
la regulacién por incremento de CD40, CD86, CD69 en tipos de células relevantes). Estos estudios se pueden
realizar usando células que estan directamente involucradas en la enfermedad (por ejemplo, células tumorales,
células epiteliales, endoteliales o epiteliales) o implicadas indirectamente, realizando algunas actividades
inmunitarias o inmunorreguladoras (por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica humana, células NK,
células B, células T CD4+/CD8+, células dendriticas). Estos estudios se pueden asociar ademas a la identificacion
de moléculas que puede usarse como biomarcador para predecir la respuesta a BO-11X (o falta de la misma) con el
fin de estratificar etapas de la enfermedad y/o poblaciones de pacientes para tratamiento con BO-11X.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién acuosa que comprende particulas, en donde

(a) cada particula comprende un complejo de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o un
solvato del mismo, y al menos una polialquilenimina, o una sal y/o un solvato de la misma, en donde

(i) el polirribonucleétido de doble cadena es acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)],

en donde al menos el 60 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen al menos 850 pares de bases,
al menos el 70 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 5.000 pares de bases y entre
el 20 % y el 45 % de los polirribonucleétidos de doble cadena tienen entre 400 y 850 pares de bases; y

(ii) la polialquilenimina comprende al menos el 95 % de polietileniminas,

en donde el peso molecular promedio de la polialquilenimina esta entre 17 y 23kDa y el indice de
polidispersidad es < 1,5, y

en donde la relacion del nimero de moles de nitrégeno de la polialquilenimina respecto al nimero de moles
de fosforo del polirribonucleétido de doble cadena en la composicion es de aproximadamente 3; y

(b) las particulas tienen un diametro promedio z medido segun la norma ISO 22412:2008 de entre 30 nm y
150 nm, y
(c) en donde al menos el 99 % de las particulas tienen una distribucion de diametro de por debajo de 600 nm.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde al menos el 95 % de las particulas tienen un
diametro de menos de o igual a 400 nm y/o en donde la distribucién de diametro es monomodal.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicion tiene un potencial zeta de entre 35y
50 mV, medido segun la norma ISO 13099-2:2012.

4. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la polialquilenimina es una
polialquilenimina lineal que es una homo-polialquilenimina o una hetero-polialquilenimina solubles en agua.

5. La composicion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion de polirribonucleétido
contiene acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] a una concentracion de al menos 0,5 mg/ml.

6. La composicion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion comprende, ademas

(a) al menos un vehiculo, un disolvente organico, un excipiente y/o un adyuvante farmacéuticamente aceptables;
ylo

(b) al menos un compuesto seleccionado de un compuesto organico, un compuesto inorganico, un acido
nucleico, un aptamero, un péptido y una proteina.

7. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende, ademas, glucosa o
manitol a una concentracion de entre el 1y el 10 % en peso/volumen de la composicion.

8. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la composicion, ademas, tiene:

(& unpHdeentre 2y 4;ylo
(b) una osmolalidad de entre 200 y 600 mOsm/kg.

9. La composicion de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde la composicién se forma haciendo el
complejo de al menos 0,5mg de acido poliinosinico-policitidilico [poli(l:C)] por ml del volumen total de la
composicion.

10. La composicién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion se forma afiadiendo
adicionalmente glucosa o manitol en una concentracion de entre el 1 y el 10 % en peso/volumen de la composicion.

11. Una composiciéon obtenida mediante liofilizacion de la composicion acuosa de acuerdo con cualquier
reivindicacion anterior.

12. Una composicién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para su uso como un medicamento,
opcionalmente en donde la composicidon comprende, ademas, un agente inmunomodulador que se dirige a uno o
mas de PD-1, PD-L1 y PD-L2, preferentemente en donde el agente inmunomodulador es un inhibidor de PD-1, tal
como un anticuerpo anti-PD-1.

13. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde el medicamento es una composicion

acuosa inyectable, opcionalmente que comprende, ademas, un vehiculo, un excipiente y/o un adyuvante
farmacéuticamente aceptables.
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14. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una composicién para su uso de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 y 13 para su uso en el tratamiento de un trastorno del crecimiento
celular caracterizado por un crecimiento anémalo de células humanas o animales, en donde el trastorno del
crecimiento celular es cancer o un trastorno ginecolégico caracterizado por un crecimiento anémalo de células de los
6rganos reproductores femeninos de mamiferos.

15. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la composicién se administra
mediante inyeccién intratumoral o peritumoral o mediante inyeccion a nivel de la piel o de un érgano o un tejido
internos.

16. Un proceso para fabricar la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que
comprende:

(a) proporcionar (i) una solucién acuosa de al menos un polirribonucleétido de doble cadena, o una sal o un
solvato del mismo, y (ii) una solucién acuosa de al menos una polialquilenimina, o una sal o un solvato de la
misma, en donde una o ambas soluciones opcionalmente comprenden, ademas, un vehiculo, un disolvente
organico, un excipiente y/o un adyuvante farmacéuticamente aceptables;

(b) filtrar cada solucién acuosa respectiva de la etapa (a) de forma independiente a través de un filtro que tiene
un diametro de poro de menos de o igual a 500 nm para formar una solucion esterilizada respectiva; y

(c) mezclar cada solucion esterilizada respectiva resultante en una camara de mezclado para formar una
composicion acuosa mediante la adicion simultdnea de cada solucion esterilizada respectiva a la camara de
mezclado, opcionalmente mediante inyeccion, a una velocidad mayor o igual a 1 ml/min, o mediante la adicion
secuencial de una solucion esterilizada a la otra solucion esterilizada en la camara de mezclado, opcionalmente
mediante inyeccion, a una velocidad mayor o igual a 1 ml/min; y, opcionalmente,

(d) filtrar la composicién acuosa resultante de la etapa (c) a través de un filtro que tiene un diametro de poro
menor de o igual a 600 nm para formar un filtrado o centrifugar la composiciéon acuosa resultante a mas de o
igual a 22.480 m/s® para formar un sobrenadante.

17. El proceso de la reivindicacion 16, que comprende, ademas:
(e) liofilizar la composicién acuosa, el filtrado o el sobrenadante resultantes.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura §
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Figura 6
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Distribucion del tamaiio (por intensidad)
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Figura 8
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Figura 10
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