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CERTIFICACION NOTARIAL
£l abajo firmante Notario Ptblico certifica que el dia 98 de A | de 2009
comparecié (cieron) ante mi Pavl A. Qolatti .quien (s) me consta que es

(son) la (s) persona (s) que firma (n) cl instrumento que antecede en su calidad de Seoperdam O,
Axistam@  delacompatia Alza Corpopation
, sociedad existente, debidamente constituida y que ejerce su objeto social do
conformidad con las leyes de C.ali{Oenid . domiciliada en Mouriaiy
Viaw. Caldomns Certifico, ademas, que dicha persona estd facultada pera firmar ¢l documento yue
! antecede en nombre de la citada sociedad, y que los objetivos y finalidades para los que
se otorga el mencionado instrumento estim comprendidos dentro de los objelivus o
actividades de 1a mencionads sociedad.

Notario Pablico
NOTARIAL CERTIFICATION

The undersigned Notary Public certifies that on April 28, 2005 before me personally
appeared Paul A. Coletti, who signed the forgoing instrument as Assistani Secretary
of Alza Corporation, a corporation existing, duly organized and complying with
its corporate purposes in conformity with the laws of California, whose home office is
located in Mountain View, California. I further certify that said individual is duly
authorized to sign the forgoing instrument in the name of said corporation and that the
purposes for which said instrument is granted are within the scope of the objects or

activities of said corporation,
= %  NOTARYPUBLI, STATE O NEW IERSEY

"% T MYCOMMISSIONEXPRESMAR. 220

Esta certificaciéin noturial debe ser lienada en su totalidad y legalizarse por
Apostilla
This notarial certification must be filled in completely and be legalized by Apostille




Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora ¢ inrérprete
oficial segiin resolucién No. 0369 del Ministerio de Justcia, del documento
legalizado mediante la APOSTILLA No. A226807 de 17 de mayo de 2003
cxpedida en Estados Unidos de América, el cual corresponde a un documento de
poder en inglés con su correspondiente traduccion al espanol (ruzin por la cual
no se hace traduccion del mismo texto), otorgado por la sociedad Nlza
Corporation, domiciliada en Mountain View, Estado de Calitornia, Fatados
Unidos de América a Jimena Escobar-Uribe y/o Ignacio Escobar-Uribe firmada
por Paul A. Coletti, Secretario Asistente, en New Brunswick, New Jersey, of 28
de abril de 2005.

Sello y firma: Christina A. Clickner, Notario Publico. Mi
comisiédn termina el 2 de marzo de 2010.
I‘l-

Certificacién notarial con su correspondiente traduccién al
espafiol, razén por la cual no se hace traduccidn del mismo
texto.

Sello y firma: Christina A. Clickner, Notario Pablizc d=
Nueva Jersey. Mi comisidén termina el 2 de marzo de 2010.
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APOSTILLA

(Convencién de la Haya de 5 de octubre de 1961)

l. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento publico ha sido firmado por Christina A.
Clickner.

3. Actuando en su calidad de Notario Pdblico de Nueva Jersey
4. Lleva el sello/estampilla de Christina A. Clickner,

Notario

CERTIFICADO

5. En Trenton, Nueva Jersey

6. E1 dia 17 de mayo 2005

7. Por John E. McCormac, Tesorero de Nueva Jékss
8. NO. A226807
9. Sello/Estampilla

(fdo) firma ilegible
Sello oficial

Traducior e lntdepretn Oficial
Rasslucidn Mo. 0349 Min. Justicm 1999
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2.)

ANEXOS

INVENTORES

ZALIPSKY, Samuel

( 1202 Truman Street, Redwood City, California 94061, Estados Unidos de América );

MARTIN, Francis
( 160 San Fernando Way, San Francisco, California 94127, Estados Unidos de América).



Solicito expresamente a nombre de ALZA
CORPORATION., sociedad constituida de
conformidad con las leyes del estado de Delaware,
Estados Unidos de América, domiciliada en 1900
Charleston Road, P.O. Box 7210, Mountain View,
California, Estados Unidos de América, el
otorgamiento de Patente para la invencién titulada
"FORMULACION LIPOSOMAL DE BORTEZOMIB
(PS-341)".

Clase: A61K 9/127

JIMENA ESM URIBE

C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228
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. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES /
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de soficid: (B1) int CE ASTK $HZ7
22) Facha de sollcitud: (T1)Solcitante(s)  ALZA CORPORATION
@0)Priokisd  (31) No.Priorided 32) Fecha  (33) Pab
Estadinenss 80v625,216 051104 us
(72) Inventorfes)  ZALIPSKY, Samuel  If
MARTIN, Francls.
{74) Agents: JIMENA ESCOBAR URIBE
[85)  Fecha lnick fase nackonal ®7) Publcaden
Dalos relativos @ la presentacién de la soicitud PCT Fecha: Feche (difmm/as) 18005005
Facha de presentacidn de lasolciud:  Fecha 0411005 N°publicaciin: WO 2006/062733 A1
No. de solicitud PCT/US2005039972

(54) Ttulo: FORMULACION LPOSOMAL DE BORTEZOMIB (PS-341)

Relvindicaciin{es):

1.- Una composicién que comprende: liposomas formados de un lipido de formacidn de vesicula, y atrapado en dichos
Iiposomas, un compuesto de éster de boronato preparado a partir de bortezomib y un poliol.

19.- Una composicién para uso en la destruccion selectiva de tejido tumoral en un sujeto portador de tumor que
experimenta terapla de radiacion, que comprende liposomas que tianen (I} una composicién de cualquiera de las

meivindicaciones 1-15 y (H) un isdtopo de boro.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe una composicibn de liposomas conformada por
Iiposomas. que tienen un compuesto peptidico de acido borénico inhibidor de
proteasoma bortezomib atrapado en el liposoma; el compuesto de &acido
bordnico se atrapa en el liposoma en forma de un éater de boronato, después
de la interaccién con un poliol atrapado en liposoma; en una modalidad, los
liposomas tienen un revestimiento externo de cadenas poliméricas hidréfilas y

86 utilizan para tratar una malignidad en un sujeto.

4A*1A"6A"8Atodas
PO7/800F
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FORMULACI N LIPOSOMAL DEB RTEZOMIB (PS-341)

CAMPO TECNICO

El tema en cuestion descrito aqul se relaciona aquf con una
composicion de liposoma que comprende un compuesto de 4cido borénico, y
en particular que contiene el compuesto de &cido borénico peptidico

bortezomib.
TECNICA ANTECEDENTE

Los liposomas, o vesiculas bicapa lipldicas, son vesiculas
esféricas que comprenden bicapas lipidicas ordenadas concéntricamente que
encapsulan una fase acuosa. Los liposomas funcionan con un vehiculo de
suministro para agentes terapéuticos y de diagnéstico contenidos en la fase
acuosa o en las bicapas lipldicas. El suministro de farmacos en forma
atrapada en liposomas puede proporcionar una variedad de ventajas,
dependiendo del farmaco, incluyendo por ejemplo una menor toxicidad de
farmaco, farmacocinética alterada o una mejor solubilidad del férmaco.' Los
liposomas cuando se formulan para incluir un revestimiento superficial de
cadenas de polimero hidréfilo, llamado Stealth® o liposomas de circulacién
larga, ofrecen la ventaja adicional de una vida (Gtil prolongada de circulacién

en la sangre, debido en parte a la menor remocién de los liposomas por el

\
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sistema de fagocitos mononucleares. Frecuentemente una vida (il extendida
es necesaria para que los liposomas alcancen su region objetivo deseada o
célula a partir del sitio de inyeccion.

Ideaimente tales liposomas pueden prepararse para que incluyan
un compuesto terapéutico o de diagnostico (i) con una elevada eficiencia de
carga, (i) en una alta concentracién de compuesto atrapado, e (iii) en forma
estable, es decir con escasa fuga de compuesto al aimacenarse.

Métodos para formar liposomas bajo condiciones en las cuales el
compuesto a ser contenido se carga pasivamente en los liposomas son bien
conocidos. Tlpicamente una pelicula lipidica seca se hidrata con un medio de
fase acuo§a para formar vesiculas multilamelares que atrapan pasivamente el
compuesto durante la formacién de liposoma. El compuesto puede ser ya sea
un compuesto lipéfilo incluido en la pelicula lipldica seca o un compuesto
soluble en agua contenido en el medio de hidratacién. Para compuestos
solubles en agua, este método da eficiencias més bien escasas de
encapsulado, en las cuales tipicamente sélo 5-20% del compuesto total en la
suspension de liposoma final estd en forma encapsulada. El compuesto
adicional puede perderse si las vesiculas se procesan adicionaimente, es
decir mediante extrusién, para producir liposomas de tamafio més uniforme y
pequefio. La escasa eficiencia de encapsulado limita la cantidad de
compuesto que puede cargarse en los liposomas y puede presentar costos de

recuperacién del compuesto elevados en la fabricacion.



10

15

20

Se han propuesto una variedad de otros métodos de
atrapamiehto pasivos para formar liposomas cargados con compuesto,
incluyendo métodos de inyeccidbn de solvente y un enfoque de fase de
valoracién inversa (Szoka, F. y Papahadjopoulos, D., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75:4194-4198, (1978)). Estos métodos tienden a sufrir de eficiencias
relativamente escasas de carga y/o problemas en el mansjo de solventes.

También se ha propuesto cargar pasivamente compuestos en
liposomas al incubar el compuesto con liposomas preformados a una
temperatura elevada en la cual el compuesto es relativamente soluble,
penniﬁencio al compuesto equilibrarse en los liposomas a esta temperatura,
luego bajar la temperatura de los liposomas para precipitar el compuesto
dentro de los liposomas. Este método estd limitado por las eficiencias de
encapsulado relativamente bajas que son caracteristicas de métodos de carga
pasivos. También el compuesto puede perderse répidamente a partir de los
liposomas a temperatura elevada, por ejemplo temperatura del cuerpo.

La carga del compuesto contra un gradiente de liposoma
electroquimico o de pH de adentro hacia fuera ha probado ser Gtil para cargar
compuestos ionizables en liposomas. En teoria se pueden lograr eficiencias
de carga muy elevadas al emplear gradientes adecuados, por ejemplo
gradientes de pH de 24 unidades y mediante la seleccién apropiada de
condiciones de carga iniciales (Nichols y Deamer, D., Biochim. Biophys. Acta
455:269-171, (1976)). Con este método la fuga de compuestos de los

liposomas seguiré a la pérdida de gradiente de iones a partir de los liposomas.

\
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Por ello ei compuesto puede retenerse establemente en forma encapsulada
en liposoma Gnicamente si el gradiente de iones se mantiene.

Este problema de estabilidad de gradiente se trat6é y se resolvié
por lo menos parciaimente al emplear un gradiente de sal de amonio para la
carga del compuesto (Haran, G., et al, Biochim. Biophys. Acta 1151:201-215,
(1983)). Los iones de amonio sobrantes, que actan como una fuente de
protones en los liposomas, funcionan como una bateria para reabastecer
protones perdidos durante el aimacenamiento, incrementando asl la vida dtil
delgadita de protones y por ende reduciendo el porcentaje de fuga de los
liposomas. El método se limita a compuestos de amina ionizables.

E! problema de estabilidad de gradientes también ha sido tratado
al incluir un agente de atrapamiento ionizable en los liposomas, que funciona
como un contraion al compuesto ionizable y para formar un complejo de
ionizacion y un precipitado con éste (Patente de los Estados Unidos No.
6,110,491). Otro enfoque descrito en la técnica para cargar y retener un
compuesto 4cido débil que contiene al menos un grupo carboxilo dentro de
liposomas e incluye un catién en los liposomas que se salaré o precipitard el
compuesto {patente de los Estados Unidos 5,838,086).

La patente de los Estados Unidos 5,380,531 describe liposomas
que tiene un aminodcido o péptido atrapado, en donde la C-terminal del
aminoécido péptido se modifica a un grupo no écido, como una amida o un
éster metllico y el aminoécido o péptido modificado se carga en los liposomas

contra un gradiente idnico de transmembrana. El aminodcido o péptido
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madificado actia como una base débil y el compuesto es impulsado hacia [os
liposomas en virtud de un pH de liposoma intemo bajo y un gradiente de pH
de liposoma externo elevado. El compuesto se protona al alcanzar el espacio
de liposoma intemo y se mantiene en el liposoma en forma protonada.

A pesar de estos varios enfoques para carga compuestos
terapéuticos en liposomas, algunos compuestos siguen siendo dificiles de
cargar en un liposoma, particularmente en una relacién elevada de farmaco a
lipido para eficacia clinica.

Los compuestos de acido borSnico peptidicos son derivados
peptidicos usuaimente cortos de 2-4 aminoécidos que contienen écido
aminoboronico en el extremo &cido, extremo C-terminal, de las secuencias
(Zembower et al., Int. J. Pept. Protein Res., 47(5):405413 (1996)). Debido a la
capacidad de formar un complejo de borato tetrahédrico estable entre el grupo
de acido borénico y la serina de sito activo o en ia porcién de histidina, los
acidos borénicos peptidico son poderosos inhibidores de serina proteasa. Esta
actividad frecuentemente se mejora y se hace altamente especifica a una
proteasa en particular al variar la secuencia de los dcidos bordnicos peptidico
e introducir residuos aminodcidos no naturales y otros sustituyentes. Esto
llevd a la seleccién de acidos borénicos peptidico con poderosas actividades
antiviral (Priestley, E. S. y Decicco, C.P., Org. Left., 2(20):3085-3097 (2000);
Bukhtiyarova, M. et al., Antivir Chem. Chemother., 12(8):367-73 (2001);
Archer, S. J. ot al., Chem. Biol., 9(1):79-82 (2002); Priestley, E. S. et al.,
Bioorg. Med. Chem, Lett., 12(21):3199-202 (2002)) y citotéxica (Teicher, B. A.

9
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ot al., Clin. Cancer Res., 5(8):2638-2645 (1999); Frankel ot al., Clin. Cancer
Res., 8(9):3719-3728 (2000); Lightcap, E. S. et al., Clin. Chem., 46(5).673-
683 (2000); Adams, J., Semin. Oncol., 28(6):613-619 (2001); Cusack, J. C., Jr.
et al. Cancer Res., 61(9):3535-3540 (2001); Shah, S. A. ef al., J. Cell
Biochem., 82(1):110-122 (2001); Adams J., Curr. Opin. Chem. Biol., 6(4):493-
500 (2002); Orlowski, R. Z. y Dees, E. C., Breast Cancer Res., 5(1):1-7 (2002);
Orlowski, R, Z. et al., J. Clin. Oncol., 20(22):4420-4427 (2002); Schenkein, D.,
Clin. Lymphoma, 3(1):49-55 (2002); Ling, Y. H., et al., Clin. Cancer Res.,
8(3):1145-1154 (2003)). Estos derivados sufren de los mismos problemas que
otros péptidos cortos, muy notablemente un aclaracién muy ripido y la
incapacidad de alcanzar el sitio objetivo in vivo.

Un compuesto tal es bortezomib, previamente conocido como
PS-341(Velcade®, Millennium Pharmaceuticals, Inc, Cambridge, MA).
Bortezomib es un derivado de écido borénico dipeptidico y se sintetizé como
un inhibidor de proteasoma reversible altamente selectivo y potente con un K,
de 0.8 nmoles/L (Adams, et al., Semen, Oncol., 28(6):613-819 (2001)).
Ut_ilizando el analisis in vitro del Instituto Nacional de Cancer, el bortezomib
mosird citotoxicidad contra una gama de lineas tumorales (Adams, id.) y tuvo
actividad antitumores en prostita de humanos (Frankel et al., Clin. Cancer
Res., 8(9):3719-3728 (2000); DiPaola et al., Hematol, Oncol. Clin. North Am,
15(3):509-524 (2001)) y en modelos de xenoinjerto de céancer de pulmén
(Oyaizu et al., Oncol. Rep., 8(4):825-829 (2001)).
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Seria deseable atrapar bortezomib en un portador liposomal. Sin
embargo, hay dificultades asociadas con como cargar eficientemente estos
dipéptidos relativamente no polares. A juzgar por sus estructuras y la ausencia
de grupos amino facilmente ionizables, los compuestos muy probablemente
no se acumulen en liposomas mediante un gradiente de pH o método de
gradiente Ha amonio, que se discutieron amriba. El encapsulado pasivo es una
opcibén, pero dada la naturaleza no polar del compuesto, es probable que
pasen a través de la membrana lipidica con facilidad y asl el farmaco
encapsulado se ha liberado con tiempo Y al diluirse.

Los ejemplos anteriores de la técnica relacionada y limitaciones
relacionadas con esta pretenden ser ilustrativos y no exhaustivos. Otras
limitaciones de la técnica relacionada serén evidentes para los expertos en la

técnica al leer la especificacion y estudiar los dibujos.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En consecuencia, en un aspecto, se proporciona una
composicion de liposoma que comprende un compuesto de acido borénico
peptidico atrapado establements en los liposomas.

En ofro aspecto, se proporciona una suspension de liposomas
que tiene bortezomib atrapado en los liposomas en forma de un éster de
boronato peptidico.
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En un aspecto, el tema en cuestiébn descrito aqul se relaciona
con una composiciébn que comprende liposomas formados de un lipido de
formacién de vesiculas, y atrapado en los liposomas, un compuesto de éster
de boronato preparado a partir de bortezomib y un poliol.

En otra modalidad el poliol s un compuesto que tiene una
funcionalidad cis 1,2-diol o 1,3-diol. Un poliol de ejemplo es alcohol polivinilico.
Otro poliol de ejemplo es un catecol. Otros polioles de ejemplo son un
monosacéarido, un disacérido, un oligosacdarido y polisacarido. EIl
monocsacarido puede ser por ejemplo mailtosa, glucosa, ribosa, fructosa o
sorbitol. El poliol también puede ser glicerol o poliglicerol o un aminopoliol,
como aminosorbitol. En particular los copolimeros del alcohol vinflico y aminas
de vinilo se contemplan.

En oftra modalidad, los liposomas ademds comprenden un
gradiente i6nico inferior exterior/superior interior. El gradiente ibnico puede
ser, por ejemplo, un gradiente i6nico de hidrégeno (pH). Cuando el gradiente
idnico es un gradiente pH, el pH de interior de los liposomas puede estar entre
alrededor de 7.5-8.5 y el pH del ambiente fuera de los liposomas puede estar
entre alrededor de 6-7.

En otra modalidad, los liposomas ademés incluyen entre
alrededor 1-20% en mol de una porcién hidréfoba derivada con un polimero
hidréfilo.

En modalidades en donde los liposomas incluyen una porcién

hidréfoba vinculada covalentemente con un polimero hidréfilo, un polimero

\d



10

15

20

preferido es polietilenglicol. Una porcién hidréfoba preferida es un lipido y es
preferiblemente un lipido formador de vesicula.

En incluso otro aspecto, se provee un método de tratamiento. El
método comprende preparar una suspension de liposomas en una solucién
acuosa, los liposomas teniendo atrapado en los mismos un éster de boronato
de bortezomib preparado al hacer reaccionar bortezomib y un poliol, y
administrar la suspensién de liposomas a un sujeto.

En una modalidad los liposomas se administran por inyeccién.

En incluso otro aspecto, 86 describe un método para destruir
selectivamente tejido de tumor en un sujeto que porta un tumor que sufre
terapia de radiacién. El método comprende administrar a un sujeto que porta
un tumor; liposomas que tienen en forma atrapada, bortezomib unido
covalentemente a un poliol para formar un compuesto de éster de boronato de
peptidilo y un isétopo de boro; y someter al sujeto a una terapia de radiacion
de neutrones.

En una modalidad, el isétopo de boro esta en el compuesto
bortezomib, tal como '°B.

Ademas de los aspectos de ejemplo y modalidades descritas
amiba, aspectos y modalidades adicionales seran evidentes mediante

referencia a los dibujos y mediante estudio de las siguientes descripciones.

A
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A a 1Q muestran estructuras de diversos
compuestos de acido bordnico peptidicos;

la figura 2 ilustra la carga de bortezamib en un liposoma contra
un gradiente de pH inferior exterior/superior interior para reaccién con un
poliol atrapado y formacién de un compuesto de éster de boronato dentro del

liposoma.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

|. Definiciones
“Poliol” pretende describir un compuesto que tiene méas de un
grupo hidroxilo (-OH).

"Compuesto de 4cido boronico peptidico” pretende describir un

mj\d ™ on

en donde R' R? y R® son porciones seleccionadas independientemente que

compuesto de la forma

pueden ser iguales o diferentes una de otra y n es de 1-8, preferiblemente 1-4.

En las figuras 1A a 1Q se proveen compuestos ejemplares.
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Bortezomib se refiere a un compuesto de &cido bordnico
monomérico que tiene el nhombre quimico de acido [(1R)-3-metil-1-[[(2S)-1-
oxo-3-fenil-2-[pirazinilcarbonil)amino]propillamino]butillborénico.

Un “polimero hidréfilo” se refiere a un polimero que tiene cierta
cantidad de solubilidad en agua a temperatura ambiente. Polimeros hidréfilos
de ejemplo incluyen polivinilpirrolidona, poliviniimetiléter, polimetiloxazolina,
polietioxazolina, polihidroxipropiloxazolina, polihidroxipropilmetacrilamida,
polimetacrilamida, polidimetilacrilamida, polihidroxipropilmetacrilato,
polihidroxietilacrilato, hidroximetilcelulosa, hidroxietiicelulosa, polietilenglicol,
poliaspartamida y secuencias peptidicas hidréfilas. Los polimeros pueden ser
empleados como homopolimeros o como copolimeros de bloque o aleatorios.
Una cadena de polimero hidréfila preferida es polietilenglicol (PEG),
preferiblemente como una cadena PEG que tiene .un peso molecular entre
500-10,000 daltons, mas preferiblemente entre 750-10,000 daltons, ain més
preferiblemente entre 750-5000 daltons.

“Gradiente de pH elevado interior/inferior exterior” se refiere a un
gradiente de pH de transmembrana entre el interior de los liposomas (mayor
pH) y el medio extemo (menor pH) en el cual los liposomas estén
suspendidos. Tipicamente el pH de liposoma interior es de al menos una
unidad de pH mayor que el pH del medio extemo, y preferiblemente 24
unidades mayor.

2
2\
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“Liposoma atrapado® se refiere a un compuesto secuestrado en
el compartimento acuoso central de los liposomas, en el espacio acuoso entre

bicapas lipidicas de liposoma o dentro de la bicapa en sl.

Il. Formulacion de liposoma

En un aspecto, la invencién proporciona una composicién de
liposoma que tiene bortezomib atrapado en los liposomas en el compuesto de
écido borbnico peptidico en forma modificada. En esta secciéon la composicion

de Iiposonia y método de preparacién seran descritos.

A. Componentes de lipcsoma

Como se not6 arriba, la formulaciéon de liposoma comprende
liposomas que contienen bortezomib en forma de éster de boronato. Los
compuestos de dcido borénico peptidico, tales como bortezomib, son péptidos
que contienen un acido a-aminoborénico en el extremo éacido, o C-terminal, de
la secuencia peptidico. En general, los compuestos de écido borénico

peptidico son de la forma:

1y
R; N\‘-{"‘ou
H o R

en donde R', R? y R® son independientemente porciones seleccionadas que

pueden ser iguales o diferentes unas de ofras y n es de 1-8, preferiblemente
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1-4. Compuestos que tienen un residuo de acido aspartico o 4cido glutdmico
con un acido bordnico como cadena lateral también son contemplados.

Preferiblemente R', R?, y R® se seleccionan independientemente
de hidrégeno, alquilo, alcoxi, arilo, ariloxi, aralquilo, aralcoxi, cicloalquilo o
heterociclo; o cualquiera de R, R? y R?® puede formar un anillo heterociclico
con un atomo de nitrégeno adyacente en la estructura peptidico. Alquilo,
incluyendo el componente alquilo de alcoxi, aralquilo y aralcoxi,
preferiblemente tiene 1 a 10 &tomos de carbono, més preferiblemente 1 a 6
atomos de carbono y puede ser lineal o ramificado. Arilo, incluyendo el
componente arilo de ariloxi, aralquilo y aralcoxi, preferiblemente es
mononuclear y binuclear (es decir dos anillos fusionados), més
preferiblemente mononuclear como bencilo, benciloxi o fenilo. Arilo también
incluye heteroarilo, es decir un anillo aromético que tiene uno o mas atomos
de nitrégeno, oxigeno o azufre en el anillo, como furilo, pirrolo, piridina,
pirazina, o indolo. Cicloalquilo preferiblemente es 3 a 6 atomos de carbono.
Heterociclo se refiere a un anillo no aromético que tiene uno o més atomos de
nitrégeno, oxigeno o azufre en el anillo, preferiblemente un anillo de 5a 7
miembros que tiene incluidos 3 a 68 atomos de carbono. Tales heterociclos
incluyen, por ejemplo, pinolidina, piperidina, piperazina y morfolina.
Cualquiera de cicloalquilo o heterociclo puede combinarse con alquilo, por
ejemplo ciclohexilmetilo.

Cualquiera de los grupos anteriores (excluyendo hidrégeno)

puede sustituirse con uno o mas sustituyentes seleccionados de halégeno,
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preferiblemente fluoro o cloro; hidroxi; alquilo inferior; alcoxi inferior como
metoxi o etoxi, ceto; aldehido; écido carboxllico, éster, amida, carbonato o
carbamato; écido sulfébnico o éster; ciano; amino primario, secundario ©
terciario; nitro, amidino; y tio o alquiltio. Preferiblemente el grupo incluye
cuando mas dos de tales sustituyentes.

Varios compuestos de acido borénico peptidico sé muestran en
las figuras 1A a 1Q. Ejemplos especificos de R', R? y R® mostrados en las
figuras 1A a 1Q incluyen n-butilo, isobutiio y neopentil(alquilo); fenil o
piracil(arilo); 4-((t-butoxicarbonil)amino)butilo, 3-(nitroamidino)propilo, y (1-
ciclopentil-8-ciano)nonil (alquilo sustituido), naftimetiio y bencil (aralquilo);
benciloxi(aralcoxi); y pirrolidina (R? forma un anillo heterociclico con un &tomo
de nitrégeno adyacente).

En general, el compuestio de écido borénico peptidico puede ser
un monopéptido, dipéptido, fripéptido o un compuesto peptidico de mayor
orden. Otros compuestos de acido borénico peptidico de ejemplo se describen
en la patente de los Estados Unidos 6,083,803, 6,287,217, 6,617,317, que se
incorporan mediante referencia en la presente.

Muchos compuestos de acido borénico peptidico no tienen un
grupo amino facilmente ionizable o son muy polares y por ende son dificiles
de cargar en un liposoma utilizando procedimientos de carga remota
convencional discutidos arriba. Asl, un método de carga para compuestos de
dcido bor6énico peptidico se ha disefiado para proporcionar una formulacion de

liposoma en donde el compuesto de acido bordnico peptidico es atrapado en
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el liposoma en forma de un éster de boronato peptidico como se describird
ahora con respecto a la figura 2.

La figura 2 muestra un liposoma 10 teniendo una membrana
bicapa lipldica representada por una linea sdlida individual 12. Se observarad
que en liposomas multilamelares la membrana bicapa lipldica esté
comprendida por bicapas lipidicas multiples con espacios acuosos que
intervienen. El liposoma 10 estd suspendido en un medio externo 14 en donde
el pH del medio externo es de alrededor de 7.0 o menor, en una modalidad
siendo menor que 7.0 y en otra modalidad siendo entre alrededor de 5.5-7.0,
més generaimente entre alrededor de 6.0-7.0. El liposoma 10 tiene un
compartimiento acuoso intemo 18 definido por la membrana bicapa
lipidicaspido. Atrapado dentro del compartimiento acuoso intemo hay un poliol
18, ejemplos de los cuales se dan a continuacién. El pH del compartimiento
acuoso intemo preferiblemente es mayor que alrededor de 7.0, més
prefariblemente entre alrededor de 7.1-8.0, incluso més preferiblemente entre
alrededor de 7.5 y alrededor de 8.5.

También atrapado en el liposoma estd un compuesto de acido
borénico peptidico bortazomib. Podra apreciarse que bortezomib cuando se
atrapa en el liposoma tiene la forma de un compuesto de éster de boronato es
una forma modificada del bortezomib, ya que una 0 més porciones de
hidroxilo en el bortezomib han reaccionado covalentemente con el poliol para
formar un-enlace de éster. En la presente la referencia a bortezomib incluye

bortezomib en una forma nativa y en forma modificada después de la reaccién
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con un poliol. Se apreciard también que el poliol después de la reaccién con
bortezomib estd en forma modificada, ya que se han removido uno o més
étomos de hidrégeno de uno o més grupos hidroxilo en el poliol. La referencia
en la presente a un poliol como un compuesto que tiene mas de un grupo
hidroxilo (-OH) pretende significar el poliol antes de la reaccién con el
compuesto de écido borénico peptidico, ya que después de la reaccion el
poliol se puede quedar sin un grupo hidroxilo restante, con un grupo hidroxilo
restante, o con mas de un grupo hidroxilo. Un poliol modificado pretender
significar un poliol que tiene por o menos un &tomo de hidrégeno removido
del grupo hidroxilo. Siguiendo con la referencia a la figura 2, el compuesto
bortezomib se muestra en el medio acuoso extemno, antes de pasar a través
de la membrana de bicapa lipldica. En el medio acuoso externo, el compuesto
no estd cargado, debido al medio ligeramente acidico. En este estado sin
cambio, el compuesto es libremente permeable a través de la bicapa lipldica.
La formacién de un éster de boronato cambia el equilibrio para provocar que
un compuesto adicional permee desde el medio externo a través de la bicapa
lipldica, dando como resultado la acumulacién del compuesto en el liposoma.
En otra modalidad, el pH inferior en el medio de suspension externo y el pH en
cierto modo més alto en el interior liposomal, combinado con el poliol adentro
del lipisoma, induce la acumulacién del firmaco dentro del compartimiento
intemo acuoso de liposoma. Una vez denfro del liposoma, el compuesto
reacciona con el poliol para formar un éster de boronato. El éster de boronato

es esenciaimente incapaz de cruzar la bicapa del liposoma, de manera que el
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compuesto de farmaco, en forma de un éster de boronato, se acumula dentro
del lipoaoma.

La concentracién del poliol dentro de los liposomas de
preferencia es tal que la concentracion de los grupos cargados, por ejempio,
grupos hidroxilo, es mayor que la concentracién del compuesto de écido
bor6nico. En una composicién que tiene una concentracién final del firmaco
de 100 mM, por ejemplo, la concentracién intema del compuesto de los
grupos cargados con polimero, normaimente gera por lo menos asl de grande.
El poliol estd presente en una concentracién alta-interna/baja-extemna; es
decir, hay un gradiente de concentracién del poliol a través de la membrana
de bicapa lipidica de liposoma. Si el poliol estd presente en cantidades
significativas en la fase en bruto externa, el poliol reacciona con el compuesto
de #cido borbénico peptidico en un medio extemo, haciendo més lenta la
acumulacién del compuesto dentro del liposoma. De preferencia, de esta
manera los liposomas se preparan, como se describié antes, de tal manera
que fa composicion esté sustanciaimente libre de poliol en la fase en bruto
(afuera de la fase acuosa).

Como se dijo antes, un poliol como se utiliza en la presente,
significa un compuesto que tiene més de un grupo hidroxilo. Estén
contemplddoa los compuestos monomeéricos y poliméricos que contienen
grupos hidroxilo alcohélicos. El poliol puede ser un compuesto alifético, un diol
compuesto de anilio, un polifenol, o similares, y a continuacion se

proporcionan ejemplo.
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Ejemplos no limitantes de polioles monoméricos incluyen
azucares, glicerol, glicoles, carbohidratos, amino-aziicares (especialmente
aminio-sorbitol). Azlcar-alcoholes, desoxisorbitol, acido glucénico, &cido
tartédrico, dcido galico, etc. Se conoce que todos los az(icares simples, tales
como maltosa, glucosa, ribosa, fructuosa, y sorbitol, forman ésteres de
boronato, con una creciente propensién para la formacién del éster en el
orden enlistados (Myohanen, T.A.., Biochem. J., 197(3):683-888 (1981)). 1-
amino-2-deoxisorbitol como una tendencia todavia mds alta para la formacién
de éster de boronato (Shiino, D. et al., Biomaterials, 15: 121-128 (1994)).
También se contempla que las diferencias de reactividad entre los azlcares
enlistados se puedan utilizar para preparar formulaciones de liposoma con un
gradiente de resistencias de atrapamiento, logrando de esta manera la fina
calibracion de las caracteristicas de liberacién del fdrmaco.

Ejemplos no limitantes de policles poliméricos incluyen
copolimeros de alcohol vinllico y vinilamina, poliéteres, poliglictles,
poliésteres, polialcoholes, y similares. Ejemplos especificos de polioles
poliméricos incluyen, pero no estén limitados a oligosacéridos, polisacéridos,
poliglicerol (Hebel, A. et al, J,. Orng. Chem., 87(26).9452-90455 (2002)),
poli(vinil aicohol)(Gilnno, S. et al., Makromol. Chem. Rapad Comun., 12:227-
233 (19681)). Los polimeros de pofiol son un agente preferido de atrapamiento
debido a que con la unién de una o varias moléculas de fArmaco estos no
tienden a cambiar sus propiedades, como su solubilidad y su capacidad de

cruzar la membrana lipidica de bicapa.
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Los polifenoles como el poliol también son adecuados,
particularmente aquellos con un ortodiol, como catecol (catequinas,
fiavenoles). En una modalidad, se contemplan los polifenoles de té verde,
solos o0 mezclados en cualquier combinacién, para usarlos como el poliol. Se
encuentran por lo menos seis catequinas en el & verde, con (-)-
epigaliocatechina 3-gallato en abundancia. También son adecuados los
polifenoles del vino rojo.

Un compuesto de poliol preferido es uno que tiene una pluralidad
de grupos cis 1,2- y/o 1,3-diol.

Para identificar !m poliol adecuado, un poliol seleccionado, por
ejemplo, uno que tiene una funcionalidad de cis 1,2- y/o 1,3-diol, se solubiliza
en un solvente adecuado, normaimente en agua, a una concentracién
deseada y a un pH normaimente de aproximadamente 6 a 8. El compuesto de
dcido borfnico seleccionado se afiade al poliol solubilizado, a una
concentraciébn que comresponde a la concentracién deseada atrapado en
liposoma. Después de un tiempo de incubacién adecua&o. la mezcla se
inspecciona para la formacién de un éster de boronato, por ejemplo mediante
una inspeccion visual para un precipitado o por una técnica analitica. En una
modalidad, se contempla la formacién de un precipitado de un éster de
boronato, exclusivo de un precipitado de una sal &cida débil dentro de los
liposomas. Este método para identificar un poliol adecuado es particularmente

atil para la identificacién de polioles poliméricos.
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Los liposomas en Ila composicidon estidn compuestos
pn'ncipalm-ente de lipidos formadores de vesicula. Dicho lipido formador de
vesicula es un lipido que puede formar espontdneamente vesiculas bicapa en
agua. Como se ejemplifica por los fosfolipidos, con su porcién hidréfoba en
contacto con el interior, la regién hidréfoba de la membrana de bicapa, y su
porcion del grupo principal orientada hacia la superficie polar exterior de la
membrana. Los lipidos que son capaces de una incorporacion estable dentro
de las bicapas lipldicas, tales como el colesterol y los distintos andlogos,
también se pueden utilizar en los liposomas. De preferencia los lipidos
formadores de vesicula son lipidos que tienen dos cadenas de hidrocarburo,
normalmente cadenas acilo, y un grupo principal, ya sea polar o no polar.
Existe una variedad de lipidos formadores de veslculas sintéticos y lipidos
formadores de vesicula naturales, incluyendo los fosfolipidos, tales como
fosfatidilcolina, fosfatidiletanclamina, acido fosfatidico, fosfatidilinositol, y
esfingomielina, en donde dos cadenas de hidrocarburo normaimente son de
aproximadamente 14 a 22 atomos de carbono de longitud, y tienen grados
variables de instauracién. Los lipidos y los fosfollpidos antes descritos cuyas
cadenas alifdticas tienen grados variables de saturacién se pueden obtener
comercialmente o se pueden preparar de acuerdo con métodos publicados.
Otros lipidos adecuados incluyen glicollpidos, cerebrosidas y esteroles, tales
como colesterol.

El lipido formador de vesicula se puede seleccionar para lograr

un grado especifico de fluidez o de rigidez, para controlar la estabilidad de
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liposoma |lan el suero, y/o para controlar la relacién de liberacién del agente
atrapado en el liposoma. Los lipopsomas que tienen una bicapa lipldica més
rigida, o una bicapa cristalina liquida, se logran con la incorporacién de un
lipido relativamente rigido, por ejemplo, un lipido que tiene una temperatura
de fransicion de fase relativamente alta, por ejemplo de hasta 80°C. Los
lipidos rigidos, es decir, saturados, contribuyen a una mayor rigidez de
membrana en la bicapa lipidica. Otros componentes lipidicos, tales como
colesterol._ también son conocidos por contribuir a la rigidez de membrana en
las estructuras de bicapa lipldica. Por otro lado, la fluidez de lipido se logm
con la incorporacién de un lipido relativamente fluido, normaimente un lipido
que tiene una fase lipidica con una temperatura de transicién de fase de
liquido a liquido-cristalino, por ejemplo a temperatura ambiente o inferior.

Los liposomas pueden incluir opcionalmente un lipido formador
de vesicula covalentemente enlazado con un polimero hidréfilo. Como se
describié antes, por ejemplo en la patente de E.U.A. No.5,013,556, que
incluye un lipido derivado de polimero en la composicién de liposoma que
forma un revestimiento de superficie de cadenas de polimero hidréfilo
alrededor de liposoma. El revestimiento de superficie de cadenas de polimero
hidréfilo es efectivo para aumentar el tiempo de vida de circulacién en la
sangre in vivo de los liposomas en comparacion con los liposomas que
carecen de dicho revestimiento. Los lipidos derivados de polimero que
comprenden metoxi{polietilenglicol) (mMPEG) y una fosfatidiletanolamina (ej.
dimiristoil fosfatidiletanolamina, dipalmitoil fosfatidiletanolamina, distearoil

2\
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fosfatidiletanolamina (DSPE). O diolecil fosfatidiletanolamina) se pueden
obtener con Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL) en varios pesos
moleculares de mPEG (350, 550, 750, 1000, 2000, 3000, 5000 Daltons). Los
lipopolimeros de mPEG-ceramida también se pueden comprar con Avanti
Polar Lipids, Inc. La preparacion de conjugados de lipido-polimero también se
describe en la literatura, ver las patente de E.U.A. Nos. 5,631,0018, 6,586,001
y 5,013,558, Zalipsky, S. of al., Bioconjugate Chem., 8:111 (1997); Zalipski, S.
ot al., Meth. Enzimol., 387:50 (2004. Estos lipopolimeros se pueden preparar
como materiales homogéneos bien definidos de alta pureza, con una
dispersién de peso molecular minima (Zalipsky, S. ef al., Bioconjugate Chem.,
8:111 (1987); Wong, J. ot al, Science, 725:820 (1987)). El lipopolimero
también puede ser un lipopolimero “neutral® como un conjugado de polimero-
diestearoil, como se describe en la patente de E.U.A. No. 6,586,001 que se
incorpora en |la presente como referencia.

Cuando se incluye un conjugado de lipido-polimero en los
liposomas, normaimente se incorpora entre uno y 20 por ciento molar del
conjugado de lipido-polimero en la mezcla total de lipido {ver, por ejemplo, la
patente de E.U.A. No. 5,013,558).

Los liposomas pueden incluir adicionalmente un lipopolimero
modificado para incluir un ligando, formando un conjugado de lipido-polimero-
ligando al cual también se hace referencia en la presente como “conjugado de
lipopolimero-ligando®. El ligando puede ser una molécula terapéutica, como un

farmaco o'una molécula biolégica que tiene actividad /in vivo, una molécula de
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diagnéstico, como un agente de contraste o una molécula biolégica, o una
molécula objetivo que tiene afinidad de unién para un miembro de unién, de
preferencia un miembro de unién an la superficie de una célula. Un ligando
preferido tiene una afinidad de unién para la superficie de una células y facilita
la entrada de liposoma en el citoplasma de una célula a través de la
intemalizacion. Un ligando presente en los liposomas que incluye dicho
lipopolimero esta orientado hacia afuera desde la superficie de liposoma, y por
lo tanto estd disponible para la interaccién con su receptor cognado.

Se conocen métodos para unir ligandos a lipopolimeros, en
donde el polimero puede ser funcionarizado para una reaccién subsecuente
con un ligando seleccionado. (E.U. Patent No. 6,180,134; Zalipsky, S. ef al,,
FEBS Lett., 353:71 (1984), Zalipsky, S. et al., Bioconjugate Chem., 4:206
(1903); Zalipsky, S. et al, J. Control. Rel., 39:153 (1896); Zalipsky ef al,
Bioconjugate Chem., 8(2):111 (1997); Zalipsky, S. et al., Meth. Enzymol.,
387:50 (2004)). Los conjugados de polimero-lipido funcionalizados también se
pueden obtener comercialmente, como conjugados de PEG-lpido de extremo
funcionalizado (Avanti Polar Lipids, Inc.). El enlace entre el ligando y el
polimero puede ser un enlace covalente estable 0 un enlace liberable que es
dividido como respuesta a un estimulo, como un cambio en el pH o la
presencia de un agente reductor.

El ligando puede ser una molécula que tiene afinidad de unién
por un receptor celular o por un patdgeno que circula en la sangre. El ligando

también puede ser una molécula terapéutica o de diagndstico, en particular
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moléculas que cuando se administran en forma libre tienen un tiempo de vida
corto de circulacién en la sangre. En una modalidad, el ligando es un ligando
biolégico, y de preferencia es un ligando que tiene afinidad de unién por un
receptor celular. Los ligandos biolégicos ejemplares son moléculas que tienen
afinidad de unién a receptores para CD4, folato, insulina, LDL, vitaminas,
transferian, asialoglicoproteina, selectinas, tales como las selectinas E, L y P,
Fik-1,2,FGF, EGF, integrinas, en particular las integrinas cuf awfs, avfi1 afs,
afe, Her2, y otros. Los ligandos preferidos incluyen protelnas y péptidos,
incluyendo anticuerpos y fragmentos de anticuerpo, tales como F(ab’);, F(ab),
Fab’, Fab, Fv (fragmentos que consisten en regiones variables de cadenas
pesadas y ligeras), y scFv moléculas de polipéptido de cadena sencilla
recombinantes en las cuales las regiones variables ligeras y pesadas estan
conectada-s por un enlazador de polipéptido), y similares. El ligando también
puede ser una pequefia molécula peptidomimética. Podra apreciarse que un
racaptor de superficie celular, o un fragmento del mismo, puede servir como el
ligando. Otros ligandos objetivo ejemplares incluyen, pero no estén limitados a
moléculas de vitamina (por ejemplo, biotina, folato, cianocobalamina),
oligopéptidos, oligosacaridos. Otros ligandos ejemplares se presentan en la
patente de E.U.A. Nos. 6,214,388; 6,6316,024; 6,056,973; 6,043,094, que se

incorporan en la presente como referencia.
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B. Preparacion de la formulacién de liposoma

El compuesto de bortezomib es acumulado y atrapado dentro de
los liposomas mediante la formacidn de un éster de boronato entre las
funcionalidades de hidroxilo en un poliol atrapado en liposoma y bortezomib.
En resumen, se dispone un poliol dentro de los liposomas, el bortezomib se
difunde a través de la membrana de bicapa lipidica del liposoma, el
compuesto reacciona con el poliol atrapado para formar un compuesto de
éster de boronato, atrapando de esta manera el bortezomib (en forma
modificada) dentro de liposoma.

En una modalidad, el procedimiento es accionado por el pH, en
donde un pH inferior (e.g. pH 6-7) afuera del liposoma y un pH de alguna
manera mas afto (pH 7.5-8.5) en el interior de liposoma, combinado con la
presencia de un poliol, induce la acumulacién y la carga def compuesto. En
esta modalidad, la composicion se prepara formulando liposomas que tienen
un gradiente alto-interior/bajo-exterior de un poliol. Una solucién acuosa de
poliol, seleccionado como se describi6é antes, se prepara a una concentracion
deseada, determinada como se describié antes. Es preferible que la solucién
de poliol tenga una viscosidad adecuada para la hidratacién del lipido, como
se describe a continuaciéon. El pH de la solucién de poliol acuosa de
preferencia es de més de aproximadamente 7.0.

La solucién acuosa de poliol se utiliza para la hidratacién de una
pelicula lipidica seca, preparada a parlir de la mezcla deseada de lipidos

formadores de vesicula, lipidos que no son formadores de vesicula (como
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colesterol, DOPE, etc.), lipopolimero, como mPEG-DSPE, y cualquier otro
componente deseado de bicapa lipidica. Una pelicula lipidica seca se prepara
disolviendo los lipidos seleccionados en un solvente adecuado, normaimente
un solvent.e orgénico volitil, y evaporando el solvente para dejar una pelicula
seca. La pelicula lipidica se hidrata con una solucién que contiene el poliol,
ajustada con un pH de més de aproximadamente 7.0, para formar lipcsomas.

El ejemplo 1 describe la preparacion de liposomas compuestos
de los lipidos fosfatidiicolina del huevo (PC), colesterol (CHOL) y
diestearolfosfatidil etanolamina derivada de polietilenglicol (PEG-DSPE). Los
lipidos, a una relacién molar de 10:5:1 PC:CHOL:PEG-DSPE se disuelven
cloroformq y el solvente es evaporado para formar una pelicula lipidica. La
pelicula lipldica se hidrata con una solucién acuosa de alcohol polivinllico, pH
7.5, para formar liposomas que tienen el poliol atrapado adentro.

Después de la formacién de liposoma, los liposomas pueden ser
configurados para obtener una poblacién de liposomas que tengan una escala
de tamafio sustanciaimente homogénea, nommalmente de entre
aproximadamente 0.01 a 0.5 micras, mas preferiblements de entre 0.03-0.40
micras. Un método de configuracion efectivo para REVs y MLVs comprende
extruir una suspensién acuosa de los liposomas a través de una serie de
membranas de policarbonato que tienen un tamafic de poro uniforme
seleccionado en la escala de 0.03 a 0.2 micras, normaimente de 0.05, 0.08,
0.1, 6 0.2 micras. El tamafio de poro de la membrana comesponde mas o

menos a los tamaifios mas grandes de los liposomas producidos por extrusion
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a fravés de esta membrana, particularmente en donde la preparacién es
extruida dos o més veces a través de la misma membrana. Los métodos de
homogene-izacitin también son Utiles para liposomas de tamafio bajo a
tamafios de 100 nm o menos (Martin, F. J., in SPECIALIZED DRUG
DELIVERY SYSTEMS - MANUFACTURING AND PRODUCTION
TECHNOLOGY, P. Tyle, Ed., Marcel Dekker, New Cork, pp. 267-316 (19890)9.

Después de la configuracién, se remueve el poliol de la fase en
bruto no encapsulado mediante una técnica adecuada, como diafiltracién
didlisis, centrifugado, cromatografla por exclusién de tamafio, o intercambio
iénico, para lograr una suspension de liposomas que tenga una alta
concentracion de poliol dentro, y de preferencia poco o ningin poliol a fuera,
También después de la formac‘i-bn de lipcsoma, la fase extema de los
liposomas se ajusta, mediante titulacién, didlisis o similares, a un pH de
menos de aproximadamente 7.0.

El bortezomib se agrega después a la dispersion de liposoma
para la carga activa dentro de los liposomas. La cantidad del bortezomib que
se afiade se puede determinar a partir de |la cantidad total de fdrmaco que
serd encapsulado, asumiendo 100% de eficiencia de encapsulacion, es decir,
en donde todo el compuesto afladido eventuaimente se carga dentro de los
liposomas en la forma de éster de boronato.

La mezcia del compuesto y de dispersién de liposoma se incuba
bajo condiciones que permiten la captacién del bortezomib del compuesto por

los liposomas a una concentracién de compuesto que es varias veces la del
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compuesto en el medio en bruto, como lo evidencla la formacién de
precipitado en los liposomas. Esto ultimo se puede confirmar, por ejemplo,
mediante una microscopia de electrones estdndar o por técnicas de difraccidn
de rayos x. Normalmente, la incubacién se lieva a cabo a una temperatura
elevada, y de preferencia a, 0 a mas de la temperatura principal de transicién
de fase T, de los lipidos de liposoma. Por ejemplo, para lipidos de transicién
de fase alta que tiene una T, de §5°C, la incubacién se puede llevara cabo a
entre  aproximadamente  55-70°C, mas preferiblemente  entre
aproximadamente 80-70°C. El tiempo de incubaci6én puede variar de entre una
hora o menos a hasta 12 horas 0 més, dependiendo de la temperatura de
incubacion.

Al final de este paso de incubacién, la suspensién puede ser
tratada adicionaimente para remover el compuesto libre (no encapsulado), por
ejemplo, utilizando cualquiera de los métodos que se mencionaron antes para
remover el polimero libre de la dispersién inicial de liposoma que contienen el
poliol atrapado.

El ejemplo 2 describe un método para preparar liposomas que
comprenden un compuesto de éster de boronato preparado a partir del
bortezomib y un poliol, en donde el poliol es sorbitol. En este ejemplo, se
prepara una peficula lipidica delgada de PC del huevo y colesterol. La pelicula
lipldica se hidrata con una solucién de sorbitol para formar liposomas que
tienen sorbitol atrapado en el compartimiento acuso intemo. El sorbitol no

atrapado se remueve mediante una técnica adecuada, como didlisis,
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centrifugado, cromatografia por exclusion de tamafio, o intercambio iénico,
para lograr una suspension de liposomas que tenga una concentracién alta de
policl adentro, y de preferencia poco o ninglin poliol afuera. Después, se
agrega el compuesto de bortezomib al medio externo. El compuesto que se
encuentra en su estado no ionizado es libremente permeable a través de las
bicapas lipidicas liposomales. Una vez adentro de los liposomas, el
compuesto reacciona con el poliol atrapado para formar un éster de boronato,
cambiando el equilibrio para el paso de més farmaco a través de la bicapa
lipidica. De esta forma el compuesto se acumula en los liposomas y queda
atrapado establemente en los mismos.

Las composiciones de liposoma que incluyen un conjugado
objetivo de lipido-polimero-ligando se pueden preparar por varios enfoques.
Un enfoque comprende la preparacién de vesiculas lipldicas que incluyen un
derivado de lipido-polimero funcionarizado en el extremo; es decir un
conjugado de lipido-polimero en donde el extremo del polimero libre es
reactivo o “activado” (ver, por ejemplo, la patente de E.U.A. Nos. 6,326,353 y
6,132,763). Dicho conjugado activado se incluye en la composicién de
liposoma y los extremos del polimero activado reaccionan con un ligando
objetivo después de la formacién de liposoma. En otro enfoque, el conjugado
de lipido-polimero-ligando se incluye en la composicién de lipido en el
momento de la formacién del liposoma (ver, por ejemplo, la patente de E.U.A.
Nos. 6,224,803; 5,620,688). En otro enfoque, una solucibn micelar del

conjugado de lipido-polimero-ligando se incuba con una suspension de
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lipcsomas y el ligando de lipido-polimero-ligando se inserta dentro de los
liposomas preformados (ver, por ejemplo la patente de E.U.A. Nos. 8,058,973;
8,318,024).

lli. Métodos de uso

En una modalidad se utiliza la formulacioén de liposoma que tiene
bortezomib atrapado en forma de un éster de boronato, para el tratamiento de
los pacientes con tumor. En las modalidades en las que el compuesto de
acido borbnico peptidico incluye un is6topo de boro, la formulacion de
liposoma se puede utilizar para la terapia de captura de neutrones en boro.

Ahora se explicardn estos usos ejemplares.

A. Tratamiento de tumor

Los compuestos de acido bordnico se encuentran en la clase de
farmacos a los cuales se hace referencia como inhibidores de proteasoma.
Los inhibidores de proteasoma inducen la apoptosis de las células por su
capacidad de inhibir la actividad de proteasoma celular. Méas especificamente,
en las células eucaridticas, la ruta de ubiquitin-proteasoma es la ruta central
para la degradacion de proteinas, de las proteinas intracelulares. Las
protelnas inicialmente son dirigidas para la protedlisis mediante la unién de
una cadena de poliubiquitina, y después se degradan répidamente a
pequefios péptidos por la proteasoma, y la ubiquitina es liberada y reciclada.

Esta ruta proteolitica coondinada depende de la actividad sinergistica del
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sistema de conjugacién de ubiquitina y de la 25S proteasoma. La 268
proteasoma es un gran complejo de multiples subunidades (1500-2000 kDa)
que estin presentes en el nticleo y el citoplasma de los eucariotes. El nicleo
catalitico de este complejo, al cual se hace referencia como la 20S
proteasoma, es una estructura cilindrica que consiste en cuatro anillos
heptaméricos que contienen sub-unidades a- y p-. La proteasoma es una
treonina proteasa, la treonina N-terminal de la subunidad p- que produce el
nucledfilo que ataca al grupo carbonilo del péptido unido en protelnas objetivo.
Por lo menos tres actividades proteoliticas distintas estdn asociadas con el
proteasoma: quimotriptica, triptica y peptidilglutamilo. La capacidad de
reconocer y unirse a substratos poliubiquitinados es conferida por
subunidades 19S (PA700), las cuales se unen a cada extremo del proteasoma
20S. Estas subunidades accesorias desdoblan substratos y los alimentan en
el mmplejo catalitico 208, al tiempo de eliminar las moléculas de ubiquitina
unidas. Tanto el ensamble del proteasoma 268S como la degradacién de
substratos proteicos son dependientes de ATP (Almond, Lukemia, 16:433
(2002)).

El sistema de -ubiquitina-proteasoma regula muchos procesos
celulares a través de la degradacién coordinada y temporal de proteinas. Al
controlar los niveles de muchas proteinas celulares clave, el proteasoma
actia como un regulador de crecimiento celular y apoptosis y la interrupcién
de su actividad tiene efectos profundos en el ciclo celular. Por ejemplo, la

apoptosis defectuosa estd implicada en la patogénesis de varias
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enfermedades incluyendo ciertos cénceres, tales como leucemia linfocltica
cronica de células B, en donde existe una acumulacién de células tumorales
inactivas.

Los inhibidores de proteasomas como una clase de compuestos,
en general actGan al inhibir la degradacién proteica mediante el proteasoma.
La clase incluye aldehidos peptidicos, vinilsulfonas peptidicas, las cuales
actian al unirse a y directamente inhibir sitios activos dentro del nicleo 20S
del proteasoma. Los aldehidos peptidicos y vinilsulfonas peptidicas, sin
embargo, se unen a la particula del nicleo 20S de una manera imeversible,
para que la actividad proteolitica no pueda ser restablecida después de su
eliminacién. En contraste, los compuestos peptidicos de éacido bordnico
confieren inhibicién estable del proteasoma, pero se disocian lentamente del
proteasoma. Los compuestos peptidicos de acido bordnico son més potentes
que sus analogos de aldehido peptidico, y actiian de manera més especifica
ya que la débil interaccién entre boro y azufre significa que los boronatos
peptidicos no inhiben las tiol proteasas (Richardson, P.G. et al., Cancer
Control., 10(5):381 (2003)).

La exposicién de una variedad de lineas celulares derivadas de
tumor a inhibidores de proteasoma desencadena la apoptosis, probablemente
como resultado de efectos en varias rutas, incluyendo protelnas reguladoras
del ciclo celular, p53, y factor nuclear kappa B (NF-xB) (Grimm, L M. y
Osbome, B A, Resuits Probl. Cell Differ, 23 209-228 (1898); Orlowski, R Z.,
Cell Death Differ, 6(4) 303-313 (1999)). Muchos de los estudios iniciales que
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documentan apoptosis mediada por inhibidor de proteasoma utilizaron células
de origen hematopoyético, incluyendo monoblastos (Imajoh-Ohmi, S et. al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 217(3):1070-1077 (1995)), células
linfociticas de leucemia y células T (Shinohara, K. et. al., Biochem. J., 317(Pt
2):385-388 (1996)), células de linfoma (Tanimoto, Y. et. al., J. Biochem.
(Tokio), 121(3):542-540 (1687)), y células de leucemia promielociticas
(Drexier, H. C., Proc. Nafl. Acad. Sci. U.S.A., 94(3):855-860 (1997)). La
primera demostracién de actividad antitumoral /in vivo de un inhibidor de
proteasoma utilizé un modelo de xenoinjerto de linfoma de humano (Oriowski,
R. Z. et. al., Cancer Res., 58(19):4342-4348 (1998)) Ademas, se inform6 que
los inhibidores de proteasoma inducen apoptosis preferencial de linfoma
derivado de paciente (Orlowski, R. et. al. Cancer Res., 58:(18):4342 (1998)) y
células de leucemia (Masdehors, P. et. al., Br J Haematol 105(3):752-757
(1989)) y que inhiben preferencialmente la proliferacién de células de mieloma
maltiple (Hideshima, T. et. al., Cancer Res., 81(7):3071-3076 (2001)) con
conservacion relativa de células control, no transformadas. De esta manera,
los inhibidores de proteasoma son particularmente (tiles como agentes
terapéuticos en pacientes con malignidades hematolégicas refractarias.

En una modalidad, una formulaciébn de liposomas que
comprende el compuesto bortezomib atrapado en la forma de un éster de
boronato con un poliol se usa para tratamiento de cancer, y en particular, para

el tratamiento de un tumor en un paciente con céncer.
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El mieloma mafltiple es una malignidad incurable que se
diagnostica cada afio a aproximadamente 15,000 personas en los Estados
Unidos (Richardson, P.G. et al., Cancer Control 10(5): 361 (2003)). Es una
malignidad hematol6gica tipicamente caracterizada por la acumulacién de
células plasmaticas clonales en sitios multiples en la médula ésea. La mayoria
de los pacientes responden a tratamiento inicial con quimioterapia y
radicacién, sin embargo la mayorla recae eventualmente debido a Ila
proliferacién de células tumorales resistentes. En una modalidad, se provee
un método para tratar mieloma maltiple, en donde se administra una
formulacién de liposomas que comprende bortezomib atrapado en la forma de
un éster de boronato, a un sujeto que padece de mieloma miltiple.

La formulacion de liposomas también es efectiva en tratamiento
de cédncer de mama al ayudar a superar algunas de las principales rutas a
fravés de las cuales las células cancerosas resisten la accién de
quimioterapia. Por ejemplo, la sefializaciéon a través de NF-xB, un regulador
de apoptosis, y la trayectoria de proteina cinasa activada por mitdgeno
p44/42, pueden ser anti-apoptética. Debido a que los inhibidores de
proteasomas bloquean estas trayectorias, los compuestos son capaces de
activar la hpoptosis. De esta manera, se provee un método para tratar a un
sujeto que tiene cancer de mama, al administrar liposomas que comprenden
un compuesto peptidico de éacido borénico atrapado en los liposomas en
forma de un éster de boronato. Ademas, debido a que ios agentes

quimioterapéuticos tales como taxanos y antraciclinas han demostrado activar
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una o ambas de estas trayectorias, el uso de un inhibidor de proteasoma en
combinacién con agentes quimioterapéuticos convencionales act(a para
mejorar la actividad antitumoral de farmacos, tales como paciitaxel y
doxomrubicina. Por lo tanto, en ofra modalidad, se provee un método de
tratamiento, en donde un agente quimioterapéutico en forma libre o en forma
atrapada en liposomas, se administra en combinacibn con un compuesto
peptidico de acido borbnico atrapado en liposomas (atrapado en los liposomas
en forma modificada).

Las dosis y un régimen de dosificacién para la formulacién de
Iiposomaa' dependerén del cancer que es tratado, la etapa del céncer, el
tamafo y salud del paciente, y otros factores faciimente evidentes para un
proveedor de cuidados médicos de cabecera. Ademas, los estudios clinicos
con el inhibidor de proteosoma bortezomib, Pyz-Phe-boroLeu (PS-341)
proveen una amplia gula para dosificaciones y regimenes de dosificacion
adecuados. Por ejemplo, administrada de manera intravenosa una o dos
veces a la semana, la dosis mdxima tolerada en pacientes con tumores
so6lidos fue de 1.3 mg/m? (Orlowski, R.Z. et al., Breast Cancer Res., 5:1-7
(2003)). E.n otro estudio, bortezomib adminisirado como un bolo intravenoso
en los dias 1, 4, 8 y 11 de un ciclo de 3 semanas, sugiri6 una dosis maxima
tolerada de 1.56 mg/m? (Vorhees, P.M. et al., Clinical Cancer Res., 9:6316
(2003)).

La formulacién de lipopsomas generalmente se administra de

manera parenteral, prefiriéndose la administraciéon intravenosa. Se apreciara
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que la forrhulacién puede incluir cualquier excipiente farmacéutico necesario o
aconsejable para facilitar el suministro.

En los métodos de tratamiento descritos arriba, el inhibidor de
proteosoma es bortazomib, Pyz-Phe-borolLeu; acido 2,5-pirazincarboxilico;
PS-341), que tiene la estructura:

Bortezomib ha mostrado tener actividad contra una variedad de
tejidos cancerosos incluyendo mama, ovérico, de préstata, puimén y contra
varios tumores, como tumores pancreaticos, linformas y melanoma. (Teicher,
B. A et al., Clin. Cancer Res., 5(8).2638-2645 (1999); Adams, J., Semin.
Oncol., 28(6):613-8619 (2001 ); Orlowski, R. Z. y Dees, E. C1 Breast Cancer
Res., 5(1 .): 1-7 (2002); Frankel et al., Clin. Cancer Res., 6(8):3718-3728
(2000); Shah, S. A. et al., J. Cell Biochem., 82(1 ):110-122 (2001 )).

B. Terapia de captura de neutrones en boro
En otro aspecto, se provee un método para administrar un
isétopo de boro-10 a un tumor, para terapia de captura de neutrones en boro

("®B-NCT). La terapia de captura de neutrones para tratamiento de céncer se

N



10

15

20

37

basa en la interaccibn de isdtope B con neutrdn térmico, cada uno

relativamente inocuo, de acuerdo con la siguiente ecuacién:
B + n — "Li + ‘“He + 2.4 MeV

La reaccién da como resultado una radiacién ionizante intensa
que esté confinada a células cancerosas individuales o adyacentes. De esta
manera, para un tratamiento exitoso, es aconsejable suministrar a tumores
cantidades adecuadas de un isétopo de boro-10. La formulacién de liposomas
descrita en |a presente provee un medio para atrapar un compuesto peptidico
de 4cido bordnico que porta un isétopo °B en un liposoma. El compuesto
peptidico de écido borénico que porta un isdtopo '°B es atrapado en los
liposomas en forma modificada, tipicamente como un boronato peptidico,
como se discutié anteriormente. Los liposomas que incluyen una superficie
que reviste cadenas poliméricas hidréfilas se acumulan de preferencia en
tumores, debido al prolongado tiempo de vida de circulacién sanguinea de
tales liposomas (ver patentes de E.UA. Nos. 5.013,556; 5213,804). Los
liposomas cargados con un compuesto peptidico de acido borénico que portan
un isbtopo "B eradican tumores & través de dos mecanismos
independientes: los liposomas actian como un depésito de farmaco en el
tumor y gradualmente liberan el compuesto anti-cancer en el tumor y los
liposomas sirven para acumular cantidades considerables de is6topo de boro-
10 en el tumor que ayudan en la eficacia de la terapia de captura de neutrones

en boro.
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A partir de lo anterior, son evidentes los diversos aspectos y
caracteristicas de la materia en cuestibn contemplada. Se describen
liposomas que comprenden un compuesto de poliol impermeable, soluble en
agua, de bicapa lipldica asociado con un compuesto peptidico de acido
bordnico para formar un éster de boronato. Los liposomas se preparan, por
ejemplo, al encapsular el poliol en los compartimientos acuosos intemos de
liposomas, eliminar cualquier poliol no encapsulado del medio externo, afiadir
el compuesto de acido borénico pemeable de bicapa lipidica, que pasa a
través de la membrana de bicapa lipidica para formar un enlace éster
reversible con las porciones hidroxilo en el poliol. De esta manera, el
compuesto de dcido borénico, el cual nommaimente es libremente penmeable a
través de la bicapa lipidica, es atrapado de manera estable en los liposomas
en foma de un compuesto de éster de boronato. La acumulacién del
compuesto peptidico de acido borbnico en los liposomas ocurre en ausencia
de un gradiente idnico, sin embargo, si se desea puede estar presente un

gradiente iénico.

IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran adicionaimente la invencién aqui

descrita y de ninguna manera intentan limitar el alcance de la misma.
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EJEMPLO 1

Liposomas cargados con bortezomib

Alcohol polivinflico (peso molecular 2,000; Aldrich Corporation,
Milwaukee, WI) se disuelve en agua y se ajusta a pH 7.4 con solucién
concentrada de alcohol polivinllico. Una mezcla de fosfatidil colina del huevo,
colesterol, y polietilenglicol-diestearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE, PEG
peso molecular 2,000 Da, Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL) en una
relacion molar de 10:5:1 se disuelve en cloroformo, el solvente se evapora al
vaclo, la pelicula lipidica se incuba con agitacién en la solucién de alcohol
polivinilico, y la dispersién lipidica se extruye bajo presién a fravés de dos
membranas apiladas Nucleopore® (Pleasanton, CA) con tamafio de poro 0.2
um. El regulador de pH externo se intercambia por NaCl 0.14 M que contiene
5 mm de hidroxietilpiperazina de sodio-etanosulfonato (HEPES) a pH 8.5
utilizando cromatografia de gel en Sepharose CL-4B (Pharmacia, Piscataway,
NJ); al mismo tiempo, se elimina el alcohol polivinllico no atrapado. A los
liposomas asi obtenidos, se afiade bortezomib. La mezcla se incuba durante
la noche a 37°C con agitacion, se trata con Dowex® 50Wx4 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO), y se equilibra con solucién de NaCI-HEPES para eliminar
bortozemil.: no encapsulado. Los lipcsomas resultantes son esterilizados

mediante filtracién a través de un filtro de 0.2 ym.
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EJEMPLO 2
Liposomas cargados con bortezomib

Se disuelve sorbitol en agua y el pH se ajusta a 7.4. Una mezcla
de fosfatildi colina del huevo, colesterol, y polietilenglicol-
diestearoilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE, PEG peso molecular 2,000 Da)
en una relacién molar de 10:5:1 se disuelve en cloroformo y el solvente se
evapora bajo vacio. La pellcula lipldica se hidrata con la solucién de sorbitol y
se incuba con agitacién para formar el liposoma. Los liposomas son extruidos
bajo presion a través de dos membranas apiladas Nucleopore® (Pleasanton,
CA) con tamafio de poro 0.2 um. La solucién externa se trata para eliminar
cualquier sorbitol no atrapado. Posteriormente, se afiade bortezomib al medio
de suspension extermno y la mezcla se incuba durante la noche a 37°C con

agitacién. Luego se elimina cualquier compuesto no encapsulado.

EJEMPLO 3

Actividad jn vitro de bortezomib atrapado en liposoma

Células de mieloma miiltiple se cultivan para confluenciar en
placas de microtitulo. Las células se incuban con liposomas preparados como
se describi6 en el ejemplo 1 a diversas concentraciones de compuesto
peptidico de acido borénico. Después de un periodo de incubacién de 24

horas, ee inspeccionan las células para apoptosis. Se encuentra que las
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células tratadas con la formulacién de liposomas tienen una mayor incidencia

de apoptosis que las células control.

EJEMPLO 4
Actividad In vivo de compu dico de bo mib

Los liposomas preparados seglin lo descrito en el ejemplo 1 se
administran en una dosis de bolo intravenoso a ratas que tienen un tumor
sélido. Ei tamafio del tumor se mide como una funcién de tiempo y se
encontr6 que disminuyé para animales tratados con la formulacién de
liposomas.

Aunque se ha discutido anteriormente un nimero de aspectos y
modalidades ejemplares, los expertos en la técnica reconocerén ciertas
modificaciones, permutaciones, adiciones y subcombinacionas de la misma.,
Por lo tanto, se pretende que la interpretacibn de Ilas siguientes
reivindicaciones anexas y reivindicaciones posteriormente introducidas incluya
todas esas modificaciones, permutaciones, adiciones y subcombinaciones tal

como encuentran dentro de su verdadero esplritu y alcance.
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NOVEDAD DE LA INVENCI N
REIVINDICACIONES

1.- Una composicién que comprende: liposomas formados de un
lipido de formaciébn de vesicula, y atrapado en dichos liposomas, un
compuesto de éster de boronato preparado a partir de bortezomib y un poliol.

2.- La composicion de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizada ademés porque dicho poliol es un compuesto que tiene una
funcionalidad cis 1,2-diol o una funcionalidad cis 1,3-diol.

3.- La composicién de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademés porque dicho poliol es alcohol polivinilico.

4.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque dicho poliol es un monosacérido, un disacérido,
un oligosacérido o un polisacarido.

5.- La composicién de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizada ademas porque dicho poliol 88 un monosacérido seleccionado
de maltosa, glucosa, ribosa, fructosa y sorbitol.

6.- La composicién de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque dicho poliol es glicerol o poliglicerol.

7.- La composicibn de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizada ademés porque dicho poliol es un aminopoliol.
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8.- La composiciéon de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizada ademas porque dicho aminopoliol es un aminosorbitol.

9.- La composicién de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizada ademas porque dicho aminopoliol es un copolimero de alcohol
vinilico y vinilamina.

10.- La composicién de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque dichos liposomas comprenden adicionalmente
un gradiente idnico interior superior/exterior inferior.

11.- La composicion de conformidad con la reivindicacién 10,
caracterizada ademas porque dicho gradiente idnico es un gradiente idnico de
hidrégeno.

12.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 11,
caracterizada ademéas porque dicho gradiente idnico de hidrdgeno provee un
pH intemo de entre aproximadamente 7.5-8.5 y un pH extemo de entre
aproximadamente 8-7.

13.- La composicibn de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizada ademas porque dichos liposomas comprenden adicionalmente
entre aproximadamente 1-20% molar de una porcién hidréfoba derivada con
un polimero hidréfilo.

14.- La composicién de conformidad con la reivindicaciéon 13,
caracterizada ademds pomue dicha porcién hidréfoba derivada con un

polimero t;idrbﬁlo es una porcidn hidréfoba derivada con polietilenglicol.
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15.- La composicion de conformidad con la reivindicaciéon 14,
caracterizada ademas porque dicha porcién hidréfoba es un lipido.

16.- Una composicién para uso en el tratamiento de una
malignidad que comprende liposomas que tienen una composicién de
cualquiera de las reivindicaciones 1-15.

17.- La composicién de conformidad con la reivindicacién 16,
caracterizada ademds porque dicha malignidad es una malignidad
hematolégica.

18.- La composicidn de conformidad con la reivindicacion 17,
caracterizada ademas porque dicha composicién es administrada a través de
inyeccion.

19.- Una composicién para uso en la destruccion selectiva de
tejido tumbral en un sujeto portador de tumor que experimenta terapia de
radiacién, que comprende liposomas que tienen (i) una composicién de
cualquiera de las reivindicaciones 1-15 y (ii) un isétopo de boro.

20.- La composicién de conformidad con la reivindicacién 19,
caracterizada ademas porque dicho isétopo de boro est4 en bortezomib.

21.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 20,

caracterizada ademés porque dicho isétopo de boro es un 1°B.

P2
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4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta Ja solicitud [ ]

¢ Representacién gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [
material que incorpora el disefio

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacién de que se solicita el registro de un.Esquema de Trazado

4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
& Representaci6n griffica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

— p—
Bt e bl bl

COMPLETA [ : INCOMPLETA [ ]

Firma Respongidble
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Doctor({a)

ESCOBAR URIBE JIMENA

Apoderado(a) y/o Representante de
ALZA CORPORATICN

REFERENCIA Radicacifn No. 7 45772
Bolicitud internacional PCT/UBS2005/039972
Fecha inicio fase nacional 05/06/2007

Trémite 11

Evento 378

Actuacién 430

Oficio No. - Lou 8300

Cano resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulc 38 de
la Decisién 486 de la Comipién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacin en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le comunica que:

i. La s8olicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante © a su causante. (Art. 26-k)
Declsifn 486. Cuando se trate de documentos otorgados en el axtranjerc, debem
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Chdigo
de Procedimiento Civil.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 319 de la Decislidém 486, se le
requiere para que dentro del términc de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presemte oficio, complete los requisitos anteriormente emunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la esolicitud se
considerari abandonada y perder& su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Cilrcular Unica No.10 de 2001.

W

CLARA C. JAIMES
Jefe de lavdivisiém de Nuevas Creaciones (E)

El anterior requerimiento fue notificadoc por fljaclém en 1ligta de

fecha 13”_m"

adpall




