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SISTEMAS DE ENTREGA DE NANOPARTICULA QUE INCLUYEN

ESTABILIZADORES ANFIFILICOS

Solicitudes Relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de EE.UU. con numeros
de serie 62/192,973 presentada el 15 de julio de 2015 y 62/252,936 presentada el

6 de noviembre de 2015, las cuales se incorporan aca por referencia en su totalidad.

Campo Técnico

[0002] La invencion se relaciona con composiciones y métodos para la entrega
mejorada y la toxicidad reducida de combinaciones de agentes terapéuticos, y con

un empaque comercial o producto que comprende dicha combinacion.

Antecedentes

[0003] La progresion de varias enfermedades que ponen en peligro la vida tal como
cancer, SIDA, enfermedades infecciosas, desordenes inmunes y desordenes
cardiovasculares esta influenciada por multiples mecanismos moleculares. Debido
a esta complejidad, lograr curas con un agente unico se ha cumplido con éxito
limitado. Asi, las combinaciones de agentes a menudo se han usado para combatir
la enfermedad, particularmente en el tratamiento de canceres. Parece que hay una
fuerte correlacion entre el numero de agentes administrados y las tasas de cura para
canceres tal como leucemia linfocitica agua y cancer colon-rectal metastasico (Fre,
y otros, Clin. Cancer Res (1998) 4:2027-2037; Fisher, M.D., Clin. Colorectal Cancer
(2001) 1:85-86). En particular, los agentes quimioterapeuticos en combinacion con
agentes potenciadores, tal como inhibidores de proteina de choque térmico se han

usado para tratar exitosamente un numero de canceres en la clinica.



[0004] Los taxanos son una clase de farmacos anticancerigenos ampliamente
utilizados. Estos se producen naturalmente por plantas que pertenecen al género
Taxus (por ejemplo, Tejos). Los “taxanos” incluyen paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel
y otros taxanos analogos o derivados de los mismos.

[0005] Los agentes potenciadores como se describen acd son agentes
molecularmente orientados que afectan la tumorigenesis, a menudo al modular la
apoptosis. Estos agentes incluyen inhibidores de proteina de choque térmico (HSP),
en particular inhibidores HSP90 (HSPi). EI HSP90 es un acompafiante molecular el
cual estabiliza una variedad de proteinas requeridas para la supervivencia de las
células cancerigenas. Se encontré que se sobre expresan en un numero de tipos
de canceres y por lo tanto la inhibicion de HSP90 se identific6 como un beneficio
terapéutico potencial en el tratamiento de multiples tipos de malignidades.

[0006] Los investigadores han demostrado mejoras prometedores en el tratamiento
de cancer al administrar cocteles de farmacos libres de un numero de
combinaciones de taxanos/inhibidores HSP90 (HSP90i). A pesar de las ventajas
asociadas con el uso de estos cocteles de farmacos libres, hay varios
inconvenientes que limitan su eficacia incluyendo extensiva toxicidad
gastrointestinal y ocular. Adicionalmente, la administracion de estos cocteles de
farmacos libres a menudo resulta en la eliminacion rapida de uno o ambos de los
agentes antes de alcanzar el sitio objetivo.

[0007] La trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK (Quinasas Reguladas de Senal
Extracelular) es una de las trayectorias intracelulares mejor conocidas y se regula
mediante quinasas de tirosina receptora, citoquinas, y receptor acoplado a proteina
G heterotrimérico. La serie de proteinas que hacen esta trayectoria comienza con
un receptor en la superficie de la célula y luego transfiere la informacion de forma
intracelular a través de las proteinas subsecuentes al ADN dentro del nucleo. La
trayectoria incluye proteinas tales como, MAPK (quinasas de proteina activadas de

mitdégeno, también denominadas ERK), las cuales se comunican al adicionar grupos



fosfato a una proteina vecina, y a su vez actua como un interruptor de “encendido”
o “apagado”. Cuando una de las proteinas en la trayectoria es mutada, se puede
atascar en la posicion “encendido” o “apagado” — este es un paso necesario en el
desarrollo de varios canceres. Los componentes de la trayectoria MAPK/ERK se
descubrieron cuando éstos se encontrando en células cancerigenas. Numerosos
farmacos que reversan el cambio “encendido” o “apagado” estan siendo
investigados como tratamientos de cancer.

[0008] EI PISBK/AKT/mTOR u objetivo de fosfatidilinositol 3-quinasa
(PIBK)/AKT/mamifero de trayectoria de rapamicina es otra trayectoria de
sefalizacion intracelular bien conocida que es central al crecimiento y supervivencia
celular, regulacién de ciclo celular, y muerte de célula programada. La activacion
anormal de esta cascada de sefalizacion esta vinculada a diversos estados de
enfermedad, incluyendo la mayoria de canceres humanos, y por los tantos varios
componentes de la trayectoria son objetivos para intervencidén terapéutica. La
trayectoria de PISBK/AKT/mTOR juega un papel clave en la proliferaciéon, adhesion,
migracion, invasion, metabolismo, y supervivencia celular asi como angiogénesis.
Puede haber factores conocidos que mejoran esta trayectoria incluyendo, EGF, shh,
IGF-1, insulina, y CaM; y puede haber factores conocidos para inhibidor esta
trayectoria incluyendo PTEN, GSK3B, y HB9.

[0009] Los investigadores han demostrado mejoras prometedoras en el tratamiento
de cancer al administrar cocteles de farmacos libres de un numero de inhibidores
de estas trayectorias. A pesar de las ventajas asociadas con el uso de estos cocteles
de farmacos libres, hay varios inconvenientes que limitar su eficacia incluyendo
extensiva toxicidad gastrointestinal y ocular. Adicionalmente, la administracion de
los cocteles de farmacos libres a menudo resulta en la eliminacion rapida de uno o
ambos de los agentes antes de alcanzar el sitio objetivo.

[0010] Para mejorar la eliminacién, varios farmacos anticancerigenos en general se

han incorporado en vehiculos de entrega disefiados para “protegerlos” de



mecanismos que de otra forma resultarian en su eliminacion rapida del flujo
sanguineo. Es bien conocido que las nanoparticulas tienen la capacidad de
suministrar este efecto de “proteccion” y ellas a menudo permiten extender la vida
util de los agentes terapéuticos asi como reducir su toxicidad y/o resistencia a
farmaco asociada. La encapsulacion en vehiculos de entrega bien disefiados puede
también resultar en farmacocinética coordinada de farmacos encapsulados. Sin
embargo, la formulacion de farmacos especificos o mas de un farmaco en vehiculos
de entrega se ha probado que es dificil debido a la composicién de polimero del
vehiculo que a menudo afecta diferencialmente la farmacocinética de los farmacos
individuales. Asi, una composicion que es adecuada para retencién y liberacion de
un farmaco puede no ser adecuada para la retencién y liberacién de un segundo
farmaco. Presentemente, aunque algunas combinaciones activas de inhibidores a
estas trayectorias estan siendo utilizadas exitosamente en ensayos clinicos, no ha
sido descrita una preparaciéon farmacéutica disefiada para reducir la toxicidad y
controlar la farmacocinética, y asi la entrega de tumor, de estas drogas.

[0011] La publicacion PCT WO02006/014626 ('626) describe construcciones
particuladas para liberacion de agentes activos de varios tipos. En las
nanoparticulas de esta publicacion, los profarmacos en donde una porcion
terapéutica se acopla a través de un enlazador a una porcion hidréfoba se
ensamblan en nanoparticulas usando un estabilizador anfifilico. Las formulaciones
estan disefiadas para coordinar la liberacion de farmacos libres a partir de particulas
por virtud de hidrolisis de una union divisible en el enlazador que resulta en el
farmaco libre que es liberado a partir de nanoparticulas. Esto es en contraste a la
presente invencion en donde las nanoparticulas estan disefiadas con el fin de liberar
los profarmacos en forma intacta con hidrolisis posterior en el flujo sanguineo. Este
subconjunto de las nanoparticulas descritas en la publicacién ‘626 resulta de la
seleccién adecuada de copolimero y la proporcidn especifica de porcion hidréfoba

a hidrofila asi como el rango requerido de pesos moleculares de la porcion hidréfoba



y el tamafo de las nanoparticulas. Esto resulta en un comportamiento diferente del
enfocado en las nanoparticulas de la publicacion ‘626.

[0012] Los presentes inventores han identificado por primera vez formulaciones de
nanoparticula particulares que comprenden la combinacion de farmacos que
resultan en vidas utiles extendidas, toxicidad reducida, resistencia a farmaco
reducida y/o eficacia superior cuando se administra in vivo. Las combinaciones
particulares de droga ilustrativas incluyen taxanos o derivados de los mismos y un
inhibidor HSP90 y combinaciones de inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK 'y un inhibidor

de PIBK/AKT/mTOR.

Divulgacién de la Invencién

[0013] Ahora se ha encontrado que al suministrar dos o mas agentes terapéuticos,
cada uno como un conjugado de profarmaco de una porcién hidréfoba acoplada a
través de un enlazador a dicho agente terapéutico y encapsulando dichos
profarmacos de tamano adecuado al mezclar dichos profarmacos con un
copolimero de una porcién hidrofoba y una porcion hidréfila de una proporcion
adecuada y formado dichas nanoparticulas al mezclar dicha mezcla con una fase
acuosa, se obtienen composiciones de modo que una amplia variedad de agentes
terapéuticos se pueden suministrar a sujetos, en donde la dosis maxima tolerada se
aumenta y las concentraciones de plasma se mantienen a un nivel deseado por
largos periodos de tiempo.

[0014] Asi, en un aspecto, la invencidn esta dirigida a una composicién farmacéutica
que comprende nanoparticulas en donde dichas nanoparticulas tienen un diametro
promedio de menos de 80 nm, o preferiblemente 20-80 nm, o incluso mas de
preferiblemente 40-80 nm, y comprenden por lo menos dos agentes terapéuticos,
cada agente terapéutico acoplado a través de un enlazados a una porcién hidréfoba
para formar dicho profarmaco, dichas nanoparticulas también comprenden un

copolimero de una porcion hidréfoba y una porcion hidréfila en donde la proporcion



en peso de la porcién hidréfoba a la porcidn hidréfila esta en el rango de 8:5 a 12:5
y en donde la porcién hidréfoba tiene un peso molecular de 8 kD a 15 kD.

[0015] Los profarmacos se pueden encapsular en la misma nanoparticula, o en
nanoparticulas separadas. Una composicion simple se puede administrar como una
combinacion de dichos agentes bien sea encapsulada en la misma nanoparticula o
en nanoparticulas separadas o se pueden administrar composiciones separadas de
nanoparticulas que contienen cada uno de los profarmacos. Asi, como se usa aca,
una “composicion” incluye no sélo una composicién simple per se, sino también un
“conjunto” de composiciones en donde el conjunto suministra nanoparticulas que
comprenden los profarmacos de los agentes terapéuticos usados en combinacion.
Asi, el “conjunto” es simplemente una forma alterna para suministrar la combinacion
de agentes sin premezclar necesariamente las composiciones individuales cada
una incluyendo nanoparticulas que comprenden profarmacos de un agente
terapéutico. Asi, una “composicién” incluye esta posibilidad de suministrar a un
sujeto la combinacién en formulaciones separadas sin mezclarlas antes de la
administracion. Cuando se suministra como un “conjunto” de composiciones, la
administracién puede ser simultanea o secuencial.

[0016] Las combinaciones de taxano con inhibidores de choque térmico o
combinaciones de inhibidores de varias trayectorias de quinasa son usadas como
ejemplos, pero las composiciones de la invencion pueden facilmente incluir
cualquier combinacion deseada de agentes terapéuticos, y pueden incluir mas de
dos agentes terapéuticos.

[0017] En una modalidad ilustrativa, la invencién se relaciona con composiciones y
métodos para administrar cantidades efectivas y menos téxicas de combinaciones
de droga de taxano/HSP90i usando nanoparticulas que estan asociadas
establemente con al menos un taxano y un HSP90i. Estas composiciones permiten
que los dos 0 mas agentes se entreguen al sitio de enfermedad en una forma

coordinada, asegurando de esta forma que los agentes estan presentes en el sitio



de enfermedad en concentraciones terapéuticamente activas con el fin de mejorar
la eficacia. Este resultado se lograra bien sea que los agentes sean coencapsulados
en nanoparticula o vehiculos de entrega a base de micela, o se encapsulan cada
una de forma separada en nanoparticula o vehiculos de entrega a base de micela
administrada de modo que concentraciones terapéuticamente activas de cada una
se suministran en el sitio de la enfermedad. La farmacocinética (PK) de la
composicién se controla por medio de los vehiculos de entrega como tal de modo
que se logra la entrega coordinada (siempre y cuando el PK de los sistemas de
entrega sea comparable). En un aspecto, el taxano y HSP90i se forman como
conjugados de droga.

[0018] En este aspecto especifico, la invencion esta dirigida a un método para
entregar una cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco
de taxano/HSP90i a un objeto deseado al administrar las composiciones de la
invencion.

[0019] La invencion también esta dirigida a un método para reducir el perfil de efecto
segundario de una combinacion de droga taxano/HSP90i al administrar las
composiciones de la invencién. El “perfil de efecto secundario reducido” se puede
medir mediante una reduccion en efectos secundarios gastrointestinales, oculares
y/u otros efectos asociados con un taxano o productos de combinacion de droga de
taxano/HSP90i los cuales no estan asociados con nanoparticulas de la invencion.
Los efectos secundarios asociados con los cocteles de farmacos libres de
combinaciones de taxano/HSP90i o taxanos encapsulados en nanoparticula como
tal son conocidos por los expertos en la materia y un perfil de efecto segundario
mejorado usando formulaciones de la invencion son facilmente medidos. Asi, aca
se suministran composiciones mas seguras y/o menos téxicas que comprenden una
combinacion de droga taxano/HSP90i.

[0020] La invencién también esta dirigida a un método para reducir la resistencia a

farmaco al administrar las composiciones de combinacion de droga taxano/HSP9O0i



de la invencion. Asi, aca se suministran composiciones que comprenden una
combinacion de droga taxano/HSP90i con resistencia a farmaco reducida.
Preferiblemente, dicha resistencia a farmaco es resistencia a farmaco especifica de
taxano.

[0021] La invencion también esta dirigida a un método para entregar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacion de droga taxano/HSP9Oi al
administrar un HSP90i bien sea antes, concurrente o después de la entrega de un
taxano establemente asociado con un vehiculo de entrega. En aspectos preferidos,
el taxano y/o HSP90i cada uno se conjuga en una porcion hidrofoba.

[0022] En otro aspecto ilustrativo de la invencién, se divulgan composiciones vy
métodos para administrar cantidades efectivas y menos tdéxicas de combinaciones
de inhibidores de la trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK (“ERK) y/o la trayectoria
PIBK/AKT/mTOR (“AKT) usando nanoparticulas que estan asociadas establemente
con al menos dos de estos inhibidores. Estas composiciones permiten que los dos
0 mas agentes sean entregados al sitio de la enfermedad en una forma coordinada,
asegurando de esta forma que los agentes estan presentes en el sitio de la
enfermedad a concentraciones terapéuticamente activas con el fin de mejorar la
eficacia. Este resultado se lograra bien sea que los agentes estén coencapsulados
en nanoparticula (incluyendo vehiculos de entrega a base de micela), o son
encapsulados cada uno de forma separada en nanoparticula o vehiculos de entrega
a base de micela administrados de modo que concentraciones terapéuticamente
activas de cada uno se suministran en el sitio de la enfermedad. La farmacocinética
(PK) de la composicion se controla por los vehiculos de entrega como tal de modo
que se logra la entrega coordinada (siempre y cuando la PK de los sistemas de
entrega sea comparable). En un aspecto, los inhibidores ERK y/o AKT se formulan
como conjugados de droga.

[0023] En este aspecto ilustrativo, la invencidn esta dirigida a un método para

entregar una cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco



inhibidor de ERK/AKT a un objetivo deseado al administrar las composiciones de la
invencion.

[0024] La invencion también esta dirigida a un método para reducir el perfil de efecto
secundario de una combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT al administrar las
composiciones de la invencion. El “perfil de efecto secundario reducido” se puede
medir mediante una reduccién en erupcién papulopustular, gastrointestinal, ocular
y/u otros efectos secundarios asociados con un producto de combinacién de
farmaco inhibidor de ERK/AKT el cual no esta asociado con nanoparticulas de la
invencion. Los efectos secundarios asociados con los cocteles de farmaco libre de
combinaciones de farmaco inhibidores de ERK/AKT o de cada inhibidor individual
son conocidos por los expertos en la materia y se puede medir facilmente un perfil
de efecto secundario mejorado usando las formulaciones de la invencién. Asi, aca
se suministran composiciones mas seguras y/o menos téxicas que comprenden una
combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT.

[0025] La invencion también incluye un método para reducir la resistencia de droga
al administrar las composiciones de combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT
de la invencion. Asi, aca se suministran composiciones que comprenden una
combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT con resistencia a droga reducida.
[0026] La invencion también incluye un método para entregar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT al
administrar un inhibidor de ERK bien sea antes, concurrente o después de la
entrega de un inhibidor de AKT establemente asociado con un vehiculo de entrega.
En aspectos preferidos, el inhibidor de ERK y/o inhibidor de AKT se conjugan cada
uno a una porcién hidréfoba.

[0027] En algunas modalidades, un agente terapéutico adicional es administrado
con las composiciones de la invencion.

[0028] Algunas de las combinaciones de la presente invencion son utiles para el

tratamiento de enfermedades proliferativas. Una enfermedad proliferativa es



principalmente una enfermedad de tumor (o cancer) (y/o cualquier metastasis). Las
combinaciones inventivas son particularmente utiles para tratar un tumor el cual es

un tumor sélido.

Breve Descripcion de las Figuras

[0029] La figura 1 es un grafico de las concentraciones de plasma (medido como
porcentaje de dosis inyectada) de docetaxel libre (triangulos invertidos), AUY922
libre (triangulos) en comparacion con docetaxel encapsulada en nanoparticula
(circulos) y AUY encapsulada en nanoparticula (cuadrados) cuando se administra
in vivo.

[0030] La figura 2 es un grafico de la tolerabilidad relativa de docetaxel y AUY922
administrado como una combinacién de nanoparticula en comparacion con la dosis
maxima tolerada (MTD) de los farmacos libres administrados individualmente y en
combinacion.

[0031] La figura 3 es una grafica de la eficacia de una combinacion de docetaxel y
AUY922 coencapsulada en nanoparticulas de la invencion y administrada a una
proporcion de 1:2 docetaxel:AUY922 p/p a una dosis de docetaxel de 10 mg
(cuadrados) o una dosis de docetaxel de 20 mg (triangulos) cuando se administra a
ratones que producen el modelo de tumor ST996 PDX la cual se caracteriza que es
resistente a taxano.

[0032] La figura 4 es un grafico de la eficacia de una combinacion de docetaxel y
AUY922 coencapsulada en nanoparticulas de la invencion en comparacion con la
combinacion de farmaco libre en su MTD cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT15 el cual se caracteriza por ser resistente a
taxano.

[0033] La figura 5A es un grafico de la eficacia de una combinacién de selumetinib
e ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invencion en comparacion con

la combinacién de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
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producen el modelo de tumor HCT116. El selumetinib se administra como una dosis
de 10 mg/kg en la combinacién de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg (triangulos
invertidos) o dosis de 100 mg/kg (diamantes) cuando se coencapsularon en
nanoparticulas de la invencion.

[0034] La figura 5B es un grafico de la eficacia de una combinacién de selumetinib
e ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invenciéon en comparacion con
la combinacién de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT116. El selumetinib se administra como una dosis
de 20 mg/kg en la combinacion de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg cuando
se encapsula. El Ipatasertib se administra a una dosis de 40 mg en la combinacion
de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg (triangulos invertidos) o dosis de 100
mg/kg (diamantes) cuando se coencapsularon en nanoparticulas de la invencion.
[0035] La figura 6 es un grafico de la eficacia de una combinacién de selumetinib e
ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invencion en comparacién con la
combinacion de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT-15. El selumetinib se administra como una dosis
de 20 mg/kg en la combinacion de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg cuando
se encapsula. El lIpatasertib se administra a una dosis de 40 mg/kg en la
combinacion de farmaco libre y una dosis de 100 mg/kg cuando se coencapsula en

nanoparticulas de la invencion.

Modos de Llevar a Cabo la Invencién

[0036] El acercamiento preferido de entrega de farmaco aplicado aca fue combinar
dos conceptos bien conocidos, especificamente el uso de profarmacos y la
utilizacién de vehiculos de entrega micelar o de nanoparticula. El objetivo de la
mayoria de las tecnologias de profarmacos es tipicamente hacer que las drogas
hidréfobas sean mas hidréfilas para solubilidad aumentada en un ambiente acuoso.

Sin embargo, al hacerlas mas hidréfobas y consecuentemente mas compatibles con

11



sistemas de entrega a base de polimero es posible ajustar las propiedades de dos
farmacos dispares de modo que sus tasas de liberacion efectiva coinciden. Los
portadores de nanoparticula de micelas o lipofilicos se pueden usar para mantener
estos profarmacos en ambiente acuoso dado que los farmacos individuales como
tal son de otra forma insolubles.

[0037] Los parametros que son mas probables que afectan la disponibilidad in vivo
de un farmaco cuando se optimiza el disefio de dichos sistemas, incluye: (1) la
eliminacién de plasma de la particula portadora; (2) la tasa de particion de la droga
fuera de la particula; y (3) la tasa de hidrolisis del profarmaco. En un sistema ideal
las particulas permanecen intactas con administracion IV, se despejan
relativamente de forma lenta del compartimiento de sangre central, y la hidrolisis de
profarmaco es relativamente rapida, preferiblemente a través de medios
enzimaticos en ligar de pH para evitar problemas de estabilidad en la formulacion.
El proceso de limitacion de tasa que afecta la disponibilidad de farmaco en las
composiciones de la presente invencion es la tasa de particion del profarmaco de la
particula al plasma. Una serie de profarmacos con base en docetaxel y AUY922 y
en selumetinib e ipatasertib fueron investigados con el fin de validar este
acercamiento general para lograr el control del comportamiento farmacocinético de
una combinacion de farmaco taxano/HSP90i, o un inhibidor de ERK/AKT, in vivo.
[0038] Se han hecho varios intentos para producir profarmacos de cancer lipofilicos
funcionales para mejorar el desempefio de los agentes antineoplasticos o para
abordar los problemas de formulaciones asociados con la droga. Estos incluyen
conjugados con fosfolipidos, colesterol, acidos grasos a-bromo, acido oleico,
fullereno y acido docosahexaenoico. Los profarmacos se han formulado en un
vehiculo de lipido, tal como liposomas, emulsiones de aceite o micelas. Algunos de
estos reportan eficacia mejorada reclamada sobre formas no-profarmaco en
modelos in vivo. Sin embargo, en la mayoria de los casos estos no suministran

ninguna informacién en eliminacién de plasma o presentan datos in vivo que cubren
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multiples dias después de la administracion que se enfoca en la fase de eliminacion
de la droga en lugar de la fase de distribucion. La informacién de eliminacién de
droga durante las primeras 24 horas después de la administracion es el periodo de
mayor interés significante desde una perspectiva de entrega de tumor debido a la
permeabilidad y retencion mejorada (EPR) y la eliminacion disminuida por el sistema
reticuloendotelial (RES) como se observa con portadores de nanoparticulas. La
presente invencidn se basa en micelas o nanoparticulas dado que estos portadores
tienen la capacidad de suministrar vidas utiles de circulacion de plasma extendidas
y maxima capacidad de carga de droga. Adicionalmente, las micelas han mostrado
que se acumulan en tumores a altos niveles con relacion a otros tejidos.

[0039] Pasando, ahora, a las modalidades ejemplificadas aca como tipicas de
combinaciones de farmacos en general:

[0040] Taxanos, particularmente paclitaxel y docetaxel son ampliamente usados en
agentes quimioterapéuticos para tratar un rango de carcinomas. El material clinico
de paclitaxel es formulado en Cremophor® EL/etanol, y se diluye con regulador
antes de la administracion. Existen varios reportes en la literatura que describen
intentos para mejorar la formulacion de paclitaxel usando micelas, liposomas o
emulsiones. En casi todos los casos sin embargo es claro a partir de los datos
farmacocinéticos reportados que aunque estos portadores formulan paclitaxel,
estos no actuan como verdaderos vehiculos de entrega in vivo dado que la droga
se particiona rapidamente fuera del portador con una vida util en el orden de
minutos.

[0041] Los principios definidos anteriormente fueron aplicados para formular
conjugados de HSP90i para inclusion en nanoparticulas, para terapia de
combinacion con taxano asi como para formular conjugados inhibidores de AKT y/o
ERK para terapias de combinacion. En una ilustracion, el desarrollo de una serie de
profarmacos de docetaxel y AUY922 y formulaciones asociadas micelares/de

nanoparticula se incluyen en la invencion. En otra modalidad ilustrativa, se describe
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el desarrollo de profarmacos de selumetinib e ipatasertib, por ejemplo, y
formulaciones asociadas micelares/de nanoparticula.

[0042] La invencion describe el disefo de vehiculos de entrega de particula con
vidas utiles de circulacién prolongadas donde la liberacion de ambos agentes se
modula al manipular la composicién del copolimero de nanoparticula y/o el grado
de hidrofobicidad de ancla de lipido y/o la labilidad de los reticuladores. La
farmacocinética de los profarmacos in vivo se muestra que depende altamente de
la naturaleza y el tamafo de cada bloque del copolimero. De forma similar, la
eficacia de los profarmacos in vivo se muestra que depende de la naturaleza del
copolimero, el enlace y/o la tasa de particion relativa del ancla de lipido.

[0043] En particular, se ha encontrado que en un amplio rango de combinaciones
de agente terapéutico, las formulaciones son mas efectivas cuando el tamafo de
las nanoparticulas es menor a 80 nm, o preferiblemente 20-80 nm, o incluso mas
preferiblemente 40-80 nm en diametro promedio y en donde las nanoparticulas se
forman al ensamblar en una particula un profarmaco en donde un agente
terapéutico se acopla a través de un enlazador a una porcion hidrofoba y un
copolimero que comprende una porcién hidrofoba y una porcién hidréfila en donde
la proporcién en peso de la porcidn hidrofoba a la porcidn hidrofila esta en el rango
de 8:5 a 12:5, preferiblemente 10:5 (0 2:1) y en donde la porcién hidréfoba tiene un
peso molecular de 8 kD a 15 kD. Esto permite la particion lista de las particulas de
los profarmacos en forma intacta donde con la liberacidn del agente terapéutico por
si solo cuando el profarmaco es liberado al flujo sanguineo es relativamente rapida.
[0044] Como se indicé anteriormente, dos ejemplos emplean profarmacos de un
taxano y HSP90i o profarmacos de inhibidores de AKT y ERK 'y vehiculos de entrega
micelar o de nanoparticula para facilitar el control de farmacocinética. Al hacer estas
drogas mas hidrofobas y consecuentemente mas compatibles con sistemas de
entrega a base de polimero, se puede controlar la farmacocinética de las

composiciones de combinacion de droga. También es posible ajustar las
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propiedades de formulaciones que contienen agentes antineoplasticos adicionales
de modo que sus tasas de liberacion efectivas in vivo se coinciden con la de las dos
combinaciones de farmacos. Los portadores de nanoparticula de micelas o
lipofilicos se pueden usar para suspender estos profarmacos y otros agentes en un
ambiente acuoso.

[0045] Como se mostré anteriormente, las nanoparticulas de profarmaco de
circulacién larga suministran actividad terapéutica significativamente mejorada
sobre las combinaciones de farmacos sin encapsular en la dosis de tolerancia
maxima; estos tipos de formulaciones por lo tanto son ventajosas per se.

[0046] Asi, las composiciones farmacéuticas ejemplares son aquellas que
comprenden nanoparticulas o micelas de un profarmaco de un taxano o un
profarmaco de un HSP90i, o un profarmaco de un inhibidor de AKT o un profarmaco
de un inhibidor de ERK donde los profarmacos son conjugados de dichos agentes
cada uno acoplado a una porcion hidrofoba a través de un enlazador en donde
dichos profarmacos estan asociados con un lipido y/o un estabilizador anfifilico. En
algunas modalidades, no se requiere ningun lipido.

[0047] La invencion también incluye métodos para administrar las combinaciones
anteriores u otras combinaciones de droga usando las composiciones de la
invencién, para combinar las composiciones de la invencion con formulaciones de
agentes antineoplasticos adicionales y administrar estos y a métodos para preparar
estas composiciones y formulaciones.

[0048] Los vehiculos de entrega de nanoparticula de la presente invencion pueden
ser usados no soOlo en administracion parenteral sino también en tdpica,
intraperitoneal, intramuscular, aerosol o entrega oral o por medio de la aplicacion
del vehiculo de entrega sobre o en un dispositivo implantable natural o sintético en
o cerca del sitio objetivo para propésitos terapéuticos o imagen médica o similares.
Preferiblemente, los vehiculos de entrega de nanoparticula de la invencion se usan

en administracién parenteral, mas preferiblemente, administracién intravenosa.
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[0049] Las modalidades preferidas aca descritas no pretenden ser exhaustivas o
limitar el alcance de la invencion a las formas precisas divulgadas. Estas se han
seleccionado y descrito con fon de explicar mejor los principios de la invencion y sus
aplicaciones y el uso practico para permitir a los expertos en la materia entender

sus ensefanzas.

Drogas llustrativas

Taxanos

[0050] Los taxanos son una clase de drogas anticancerigenas ampliamente
utilizadas. Estos son diterpenos que se producen naturalmente por plantas que
pertenecen al género Taxus (por ejemplo, Tejos). “Taxanos” como se usa aca
incluyen paclitaxel (Taxol™), docetaxel (Taxotere™), cabazitaxel y otros analogos
de taxano o derivados de los mismos. El Paclitaxel fue originalmente derivado del
arbol de Tejo y sus analogos incluyen docetaxel y otros compuestos de estructura
similar. Taxol™ es una forma comercialmente disponible de paclitaxel formulado
con Cremophor™. Mas recientemente, otro Taxano, cabazitaxel, fue aprobado por
la FDA para tratar cancer de prostata refractario hormonal.

[0051] EI paclitaxel es un agente quimioterapéutico ampliamente utilizado para el
tratamiento de un rango de carcinomas como se describioé anteriormente.

[0052] Docetaxel es un agente anticancerigeno antimitético clinicamente bien
establecido que funciona al interferir con la division celular. Es aprobado por la DFA
para el tratamiento de cancer de seno localmente avanzado o metastatico, cancer
de cabeza y cuello, cancer gastrico, cancer de prostata refractario hormonal y
cancer de pulmén de célula no pequefa. Docetaxel es aproximadamente dos veces
mas potente que paclitaxel (debido al efecto de docetaxel en el centrosoma del huso
mitotico), sin embargo tiene eficacia similar al paclitaxel lo cual debe ser debido al
hecho que el docetaxel es propenso resistencia a droga celular por medio de un

numero de diferentes mecanismos.
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[0053] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de docetaxel para uso de la

invencidon se muestra a continuacion:

\ ' Docetaxel-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de HSP90

[0054] Los “agentes potenciadores” o “agentes potenciadores orientados
molecularmente” como se describen aca se refieren a compuestos que se orientan
a tumorigenesis, incluyendo modulacién de la actividad apoptética. Como se usa
aca, estos incluyen, pero no se limitan a inhibidores de proteina de choque térmico
(HSP). Los inhibidores de HSP de la invencion incluyen, pero no se limitan a,
inhibidores de HSP90, inhibidores de HSP70, inhibidores de HSP60, inhibidores de
HSP27, e inhibidores de HSP 10. Preferiblemente, se utilizan los inhibidores de
HSP90 (HSP9O0i).

[0055] Entre las proteinas de choque térmico el foco en HSP90 ha aumentado
debido a su participacion en varios fendmenos celulares y trayectorias de
orientacién y mas importantemente en progresiéon de enfermedad. HSP90 es un
componente clave de un complejo multi-acompanante el cual esta involucrado en el
doblez posttranslacional de un gran numero de proteinas, varias de las cuales
juegan papeles esenciales en tumorigenesis. Esta regula la conformacion,
estabilidad, y funcion de varias proteinas oncogénicas criticas que son esenciales

en mantener la transformacion maligna y en el aumento de la supervivencia,
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crecimiento, y potencial invasivo de las células cancerigenas. Los inhibidores de
HSP90 inducen la degradacion de estas proteinas.

[0056] La disponibilidad de drogas que pueden especificamente orientarse a HSP90
e inhibir su funcion, resultando en la reduccion de las proteinas cliente, ha hecho
del HSP90 un objetivo novedoso y excitante para terapia de cancer. Un numero de
inhibidores de HSP90 se estdan sometiendo actualmente a ensayos clinicos para
una variedad de canceres. Los inhibidores de HSP90 incluyen los productos
naturales geldanamicina y radicicol asi como los derivados sintéticos 17-N-
alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17AAG). AUY922 (o “NVP-AUY922”, también
conocido como luminespib) es una droga experimental candidata para el tratamiento
de cancer.

[0057] Varios de estos inhibidores de HSP90 son altamente toxicos por su cuenta.
Por ejemplo, geldanamicina es un inhibidor de HSP90 efectivo aunque no se puede
usar in vivo debido a su alta toxicidad y capacidad de dafo hepatico. El derivado
semi-sintético 17AAG tiene de alguna manera toxicidad menor pero la mista
potencia que geldamicina y actualmente esta sometido a ensayos clinicos.

[0058] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de HSP9O0i para uso en la

invencidon se muestra a continuacion:

[ OH
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CHy AUY922-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de RAS/RAF/MEK/ERK

[0059] Un “inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK” o “inhibidor de MEK” o “inhibidor de
ERK” como se usa aca esta destinado a incluir cualquier inhibidor con actividad

moduladora en cualquier punto a lo largo de la trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK.
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Dichos inhibidores incluyen, por ejemplo, selumetinib, GSK1120212, TAK-733,
REDA119, U0126, PD 98059 y D-87503. Varios de estos inhibidores, tal como PD
98059, sin inhibidores altamente selectivos de MEK-1 y/o MEK-2. Ciertos
inhibidores actuan a través de inhibicién alostérica, algunos son inhibidores
competitivos de no ATP, y algunos son inhibidores reversibles mientras que otros
no lo son.

[0060] EI selumetinib, también conocido como AZD6244, es un agente
anticancerigeno clinicamente bien establecido que funcional al inhibir la quinasa de
proteina activada de mitdogeno (quinasas MEK o MAPK/ERK) 1y 2.

[0061] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de selumetinib para uso de
la invencidn es un profarmaco de selumetinib-colesterol enlazado a través de un

enlace de glicolato o succinato tal como se ve a continuacion:

Br

AZD6244-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de PISK/AKT/mTOR

[0062] Un “inhibidor PIBK/AKT/mTOR” o “inhibidor AKT” como se usa aca esta
destinado a incluir cualquier inhibidor con actividad moduladora en cualquier punto
a lo largo de la trayectoria PI3K/AKT/mTOR. Dichos inhibidores incluyen, por
ejemplo, ipatasertib, wortmannin, GCK690693, perifosina, y SC79.

[0063] Algunos inhibidores, tal como wortmannin el cual es un metabolito esteroide,
actua por inhibicion covalente de PI3K. Otros, tal como ipatasertiv, enfocan AKT.
Similar a lo anterior, algunos actuan a través de inhibicion competitiva de ATP

mientras que otros son inhibidores no ATP.
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[0064] Modalidades ejemplificadas de profarmacos inhibidores de PI3K/AKT/mTOR
para uso de la invencion con un profarmaco de ipatasertib-colesterol enlazado a

través de un enlace de glicolato o succinato tal como se ve a continuacion:
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Preparacion de Vehiculos de Entrega de Nanoparticula para Combinaciones

de Profarmaco

[0065] Los vehiculos de entrega pueden incluir nanoparticulas de polimero,
microparticulas de polimero, micelas de copolimero de bloque, sistemas hibridos de
polimero-lipido, polimeros de cadena simple derivada, micelas de lipido, micelas de
lipoproteina, emulsiones estabilizadas de lipido, ciclodextrinas, y similares.

[0066] Las nanoparticulas y microparticulas pueden comprender un nucleo
concentrado de droga que esta rodeado por un recubrimiento polimérico
(nanocapsulas) o como un sélido o un liquido disperso a lo largo de una matriz de
polimero (nanoesferas). Métodos generales de preparacion de nanoparticulas y
microparticulas se describen por Soppimath, y otros (J. Liberacion de Control (2001)
70:1-20) cuyo contenido se incorpora aca. Otros vehiculos de entrega polimérica
que se pueden usar incluyen micelas de copolimero de bloque que comprenden una
droga que contiene un nucleo hidrofobo rodeado por una capa hidrdfila; estos
generalmente son utilizados como portadores para drogas hidrofobas y se pueden
preparar como se encuentra en Allen, y otros, Coloides y Superficies B:
Biointerfaces (1999) 16:3-27. Los sistemas hibridos de polimero-lipido consisten de

una nanoparticula de polimero rodeada por una monocapa de lipido. La particula
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de polimero sirve como un espacio de carga para la incorporacion de drogas
hidréfobas mientras que la monocapa de lipido suministra una interferencia
estabilizante entre el nucleo hidréfono y el ambiente acuoso externo. Los polimeros
tal como policaprolactona y poli(d,1-lactida) se pueden usar mientras que la
monocapa de lipido esta tipicamente compuesta de una mezcla de lipido. Los
métodos adecuados de preparacion son similares a los referenciados anteriormente
para nanoparticulas de polimero. Los polimeros de cadena simple derivada son
polimeros adaptados para enlace covalente de un agente biolégicamente activo
para formar un conjugado de polimero-droga. Numerosos polimeros se han
propuesto para sintesis de conjugados de polimero-droga que incluyen
poliaminoacidos, polisacaridos tal como dextrina o dextrano, y polimeros sintéticos
tal como copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA). Métodos
adecuados de preparacion se detallan en Veronese y Morpurgo, IL Farmaco (1999)
54:497-516 y se incorporan aca por referencia.

[0067] Las micelas son particulas de auto-ensamblaje compuestas de lipidos
anfipaticos o componentes poliméricos que son utilizados para la entrega de
agentes escasamente solubles presentes en el nucleo hidrofobo. Varios medios
para la preparacion de vehiculos de entrega micelar se pueden preparar como se
describe en Perkins, y otros, Int. J. Pharm. (2000) 200:27-39 (incorporada aca por
referencia). Las micelas de lipoproteina se pueden preparar a partir de lipoproteinas
naturales o artificiales que incluyen lipoproteinas de baja y alta densidad vy
quilomicrones. Las emulsiones estabilizadas en lipido son micelas preparadas de
modo que comprenden un nucleo lleno de aceite estabilizado por un componente
emulsionante tal como una monocapa o bicapa de lipidos. El nucleo puede
comprender esteres de acido graso tal como triacilglicerol (aceite de maiz). La
monocapa o bicapa puede comprender un conjugado lipido de polimero hidrdfilo tal
como DSPE-PEG. Estos vehiculos de entrega se pueden preparar por

homogenizacion del aceite en la presencia del conjugado de lipido de polimero. Los
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agentes que se incorporan en emulsiones estabilizadas en lipido son generalmente
pobremente solubles en agua. Los analogos de polimero adecuados que presentan
propiedades similares a las lipoproteinas tal como micelas de esteres de acido
estearico u poli(6xido de etileno) bloque-poli(hidroxietil-L-aspartamida) y poli(éxido
de etileno)-bloque-poli(hidroxihexil-L-aspartamida) también se pueden usar en la
practica de esta invencion (Lavasanifar, y otros, J. Biomed. Mater. Res. (2000)
52:831-835).

[0068] En aspectos preferidos de la invencion, las nanoparticulas son de auto-
ensamblaje. En algunas modalidades, las nanoparticulas son auto-estabilizantes en
que no requieren la presencia de un estabilizante adicional.

[0069] Los vehiculos de entrega asi se suministra de modo que se logra la entrega
consistente de concentraciones terapéuticas de las anteriores combinaciones. Asi,
las concentraciones de plasma de cada agente se pueden mantener por simple
coencapsulacion de los agentes en los vehiculos que comprenden la composicion
o los agentes que se pueden encapsular en vehiculos separados si los vehiculos
controlan la farmacocinética de la composicién para mantener las concentraciones

de droga de plasma en la misma forma.

Entrega de Profarmaco

[0070] La invencién suministra composiciones que muestran caracteristicas
mejoradas de entrega para una combinacion de agente terapéutico en donde dichos
agentes terapéuticos se formulan como profarmacos. Los profarmacos de la
invencién estan hechos al conjugar la droga en una porcién hidréfoba. Debido a que
la farmacocinética de la formulacion se puede controlar al manipular la naturaleza
de la porcion hidréfoba, asi como manipulando los componentes de las micelas o
nanoparticulas, particularmente el copolimero, se pueden lograr las caracteristicas
deseadas de la entrega de farmacos. Por ejemplo, la farmacocinética del

profarmaco de taxano se puede hacer para coincidir con la farmacocinética del
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profarmaco HSP90i y/o formulaciones que contienen otros agentes
antineoplasticos, ofreciendo la oportunidad de un sistema mejorado de entrega de
droga coordinada por lo cual la concentracion del HSP90i y el taxano entregado a
un tumor permanece sustancialmente al que es administrado. Por lo tanto, una
proporcion sinérgica del taxano:HSP90i, determinado in vitro, se puede mantener
dentro de un factor de 1.5 o 2 usando la formulacién mejorada de profarmaco de
taxano en combinacién con una formulacién compatible del HSP90i. Resultados
similares se obtienen para combinaciones de inhibidores de AKT e inhibidores de
MEK usando los mismos métodos y composiciones. Estas formulaciones son utiles
en el tratamiento de cancer u otras indicaciones hiperproliferativas. El
mantenimiento de las concentraciones de agente terapéutico se puede medir
facilmente al determinar los niveles de los agentes en la sangre o plasma con el
tiempo. Las composiciones coordinadas mantendran las concentraciones
administradas como se miden en la sangre o el plasma dentro de los limites
anteriores por al menos 1 hora o 4 horas o incluso 24 horas.

[0071] Un lipido también se puede asociar con los profarmacos en las
composiciones de nanoparticula de la invencién. Dichos lipidos son tipicamente un
fosfolipido, tal como fosfatidilcolina de distearolil, fosfatidilcolina de dipalmitoil,
fosfocolina de dimiristoil, y los correspondientes etanoles de fosfatidil, inositoles de
fisfatidil, gliceroles de fosfatidil, y similares. Las cadenas de acidos grasos también
pueden ser no saturadas e incluir, por ejemplo, acidos oleicos y linoleicos. Los
acidos grasos no necesitan ser idénticos. Adicionalmente, la porcion de lipido puede
ser un esfingosina tal como esfingomielina o como tal un éster de tocoferol tal como

succinato de vitamina E o adipato de vitamina E.

Profarmacos y Porciones Hidréfobas

[0072] La porcidn hidrofoba para uso en la generacién de profarmacos de la

invencién puede incluir polimeros o productos naturales. Ejemplos de porciones
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poliméricas hidréfobas incluyen pero no se limitan a polimeros de los siguientes:
acrilatos incluyendo acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de propilo, acrilato
de n-butilo (BA), acrilato de isobutilo, acrilato de 2-etilo, y acrilato de t-butilo;
metacrilatos incluyendo metacrilato de etilo, metacrilato de n-butilo, y metacrilato de
isobutilo; acrilonitrilos; metacrilonitrilo; vinilos incluyendo acetato de vinilo,
vinilversatato, vinilpropionato, vinilformamida, vinilacetamida, nivilpiridinas, y
vinilimidazol; aminoalquilos incluyendo aminoalquilacrilatos,
aminoalquilmetacrilatos, y aminoalquil(met)acrilamidas; estirenos; ftalato de acetato
de celulosa, succinato de acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilceulosa, y
polimeros  poli(D,L lactido),  poli(D,L-lactido-co-glicélido),  poli(glicolido),
poli(hidroxibutirato), poli(alquilcarbonato) y poli(ortoesteres), poliésteres, poli(acido
hidroxivalérico), polidioxanona, poli(tereftalato de etileno), poli(acido malico),
poli(acido tartrénico), polianhidros, polifosfazenos, poli(aminoacidos) y sus

copolimeros (ver generalmente, lllum, D., Davids, S.S. (eds.) Polimeros en Entrega

Controlada de Droga, Wright, Bristol, 1987; Arshady, J. Control. Liberacién (1986)

4:155-180); polimeros a base de péptido hidrofobo y copolimeros basados en
poli(acidos L-amino) (Lavasanifar, A., y otros, Adv. Droga Entrega Rev. (2002)
54:169-190), copolimeros de poli(acetato de etileno-vinilo) (“EVA”), caucho de
silicona, polietileno, polipropileno, polidienos (polibutadieno, poliisopreno y formas
hidrogenadas de estos polimeros), copolimeros de anhidro maleico de vinil-metileter
y otros éteres de vinilo, poliamidas (nylon 6,6), poliuretano, poli(uretanos de éster),
poli(uretanos de éter), poli(éster-urea). Los hidrofobos poliméricos particularmente
preferidos incluyen poli(acetato de etilenvinilo), oligomeros y polimeros de poli(acido
D,L-lactico), oligomeros y polimeros de poli(acido L-lactico), poli(acido glicélico),
copolimeros de acido lactico y acido glicdlico, poli(caprolactona) poli(valerolactona),
polianhidros, copolimeros de poli(caprolactona) o poli (acido lactico). Para
aplicaciones no biolégicamente relacionadas los portadores poliméricos

particularmente preferidos incluyen poliestireno, poliacrilatos, y butadienos. Los
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polimeros deben contener uno o mas grupos funcionales los cuales se pueden
incorporar en el polimero por derivacion o pueden ser inherentes en la quimica del
polimero. Los polimeros como porciones hidréfobas deben tener pesos moleculares
entre 800 y 200.000. El rango preferido es 1.000 a 10.000 para polimeros con sitios
funcionales mono o divalentes. Para polimeros con una multiplicidad de sitios
funcionales para derivacion, el peso molecular preferido del polimero por droga
conjugada es 1.000 a 10.000.

[0073] Los productos naturales con grupos funcionales o grupos que se pueden
convertir en grupos funcionales para conjugacion incluyen: vitaminas hidréfobas
(por ejemplo vitamina E, vitaminas Ky A), carotenoides y retinoles (por ejemplo beta
caroteno, astaxantina, trans y cis retinal, acido retinoico, acido félico, dihidrofolato,
acetato de retinilo, palmitato de retinilo), colecalciferol, calcitriol,
hidroxicolecalciferol, ergocalciferol, a-tocoferol, acetato de a-tocoferol, nicotinato de
a-tocoferol, y estradiol. Los productos naturales preferidos son colesterol o cadenas
de carbono C22 los cuales se pueden obtener facilmente.

[0074] Dependiendo de la naturaleza de la porcién hidréfoba, ésta puede ser capaz
de acomodar mas de una, incluyendo sustancialmente mas de una droga a través
de una multiplicidad de sitios de enlace. Las porciones poliméricas pueden tener
tanto como 100 sitios por los cuales las drogas se pueden enlazar. Las porciones
hidrofobas mas simples, tal como vitamina E, pueden suministrar s6lo uno de dichos
sitios. Asi, el numero de drogas acopladas a una porcién hidréfoba simple puede
ser solo 1, o puede ser 2, 5, 10, 25, 100 y mas, y todos los enteros entre éstos. Por
ejemplo, los polimeros definidos anteriormente pueden suministrarse facilmente con
una multiplicidad de grupos funcionales para acoplarse a la droga. Las porciones
hidréfobas difuncionales incluirian las cadenas de polimero hidréfobas enunciadas
anteriormente que tienen dos grupos terminales OH, COOH, o NH,. Las porciones
hidréfobas multifuncionales incluyen todas las enunciadas anteriormente que tienen

multiples grupos OH, COOH, o NH, en algunas o todas las unidades de monémero
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en el nucleo del polimero. Estos grupos funcionales son simplemente ilustrativos;
otras porciones que pueden formar grupos funcionales para enlace incluyen
sustituyentes de fenilo, grupos halo, y similares. Tipicamente, cuando la porcion
hidréfoba es un polimero hidrofobo, este puede tener multiples sitios para unién.
Cuando la porcidon hidrofoba es una molécula relativamente pequena, esta
acomodara unicamente el numero de enlazadores para el cual tiene disponible

grupos funcionales.

Copolimeros Estabilizadores Anfifilicos

[0075] El “estabilizador anfifilico” para uso en la invencion es preferiblemente un
compuesto polimérico que comprende una porcion hidréfila y una porciéon hidréfoba.
Mas preferiblemente, es un copolimero de un bloque hidréfilo acoplado con un
bloque hidréfobo. “Hidréfobo” se define como esta anteriormente. “Hidrofilo” en el
contexto de la presente invencion se refiere a porciones que tienen una solubilidad
en solucién acuosa (es decir, una solucion fisiolégica como se definié anteriormente)
de por lo menos 1.0 mg/ml. Asi, en el estabilizador anfifilico, la region hidréfoba, si
se toma sola, exhibiria una solubilidad en medio acuoso de menos de 0.05 mg/mly
la region hidrdfila, si se toma sola, exhibiria una solubilidad en medio acuoso de mas
de 1 mg/ml. Los ejemplos incluyen copolimeros de polietilenglicol con acido
polilactico o poli(acido lactico-co-glicdlico) o poliestireno. Los polimeros hidréfobos
tipicos incluyen poliestireno y derivados hidréfobos de polimetacrilatos asi como
derivados de polivinilo. Los componentes hidrofilos tipicos incluyen polietilenglicol y
derivados hidréfilos de polimeros hidréfobos, asi como dextrano y derivados de
dextrano y acido poliamino. La lista esta destinada a ser ejemplar y no exhaustiva.
Las nanoparticulas formadas por el proceso de esta invencion se pueden formar
con copolimeros anfifilicos de injerto, bloque o aleatorios. Estos copolimeros

pueden tener un peso molecular entre 500 g/mol y 50.000 g/mol o mas, o entre
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aproximadamente 3.000 g/mol y aproximadamente 25.000 g/mol, o por lo menos
2.000 g/mol.

[0076] Ejemplos de bloques hidrofobos adecuados en un estabilizador anfifilico
incluyen pero no se limitan a los siguientes: acrilatos que incluyen acrilato de metilo,
acrilato de etilo, acrilato de propilo, acrilato de n-butilo (BA), acrilato de isobutilo,
acrilato de 2-etilo, y acrilato de t-butilo; metacrilatos que incluyen metacrilato de etilo,
metacrilato de n-butilo, y metacrilato de isobutilo; acrilonitrilos; metacrilonitrilo;
vinilos que incluyen acetato de vinilo, vinilversatato, vinilpropionato, vinilformamida,
vinilacetamida, vinilpiridina, 'y vinilimidazol; aminoalquilos incluyendo
aminoalquilacrilatos, aminoalquilmetacrilatos, y aminoalquil(met)acrilamidas;
estirenos; ftalato de acetato de celulosa, succinato de acetato de celulosa, ftalato
de hidroxipropilmetilcelulosa, poli(D,L lactido), poli(D,L-lactido-co-glicdlido),
poli(glicélido), poli(hidroxibutirato), poli(alquilcarbonato) y poli(ortoesteres),
poliésteres, poli(acido hidroxivalérico), polidioxanona, poli(tereftalato de etileno),
poli(dcido  malico), poli(acido tartronico), polianhidros, polifosfazenos,

poli(aminoacidos) y sus copolimeros (ver generalmente, lllum, D., Davids, S.S.

(eds.) Polimeros en Entrega Controlada de Droga, Wright, Bristol, 1987; Arshady, J.
Control. Liberacion (1986) 4:155-180); polimeros a base de péptido hidrofobo y
copolimeros basados en poli(acidos L-amino) (Lavasanifar, A., y otros, Adv. Droga
Entrega Rev. (2002) 54:169-190), copolimeros de poli(acetato de etileno-vinilo)
(EVA), caucho de silicona, polietileno, polipropileno, polidienos (polibutadieno,
poliisopreno y formas hidrogenadas de estos polimeros), copolimeros de anhidro
maleico de vinil-metileter y otros éteres de vinilo, poliamidas (nylon 6,6), poliuretano,
poli(uretanos de éster), poli(uretanos de éter), poli(éster-urea). Los bloques
poliméricos particularmente preferidos incluyen poli(acetato de etilenvinilo),
oligomeros y polimeros de poli(acido D,L-lactico), oligomeros y polimeros de
poli(acido L-lactico), poli(acido glicdlico), copolimeros de &acido lactico y acido

glicdlico, poli(caprolactona), poli(valerolactona), polianhidros, o poli (acido lactico).
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[0077] Ejemplos de bloques hidréfilos adecuados en un estabilizador anfifilico
incluyen pero no se limitan a los siguientes: alcohol de polivinilo, acidos carboxilicos
incluyendo &acido acrilico, acido metacrilico, acido itaconico, y acido maleico;
poliexietilenos u éxido de polietileno; poliacrilamidas y copolimeros de las mismas
con dimetilaminoetiimetacrilato, cloruro de dialildimetilamonio, cloruro de
vinilbenziltrimetilamonio, acido acrilico, acido metacrilico, acido sulfénico 2-
acrilamido-2-metilpropano y sulfonato de estireno, polivinilpirrolidona, almidones y
derivados de almiddén, dextrano y derivados de extraino; polipéptidos, tal como
polilisinas, poliargininas, acidos poliglutdmicos; acidos polihialurénicos, acidos
alginicos, polilactidos, polietileniminas, poliionenas, acidos poliacrilicos, y
poliiminocarboxilados, gelatina, y acidos mono o dicarboxilicos etilénicos
insaturados. Los estabilizadores de polimero tal como alcohol de polivinilo también
pueden ser usados por su cuenta.

[0078] Preferiblemente, los bloques son repeticiones de dibloque o tribloque.
Preferiblemente, los copolimeros de bloque parta esta invencién incluyen bloques
de poliestireno, polietileno, acrilato de polibutilo, metacrilato de polibutilo, acido
polilactico, mezclas de “pacido lactivo y glicélico, policaprolactona, acido poliacrilico,
polioxietileno y poliacrilamida. Una lista de polimeros hidroéfilos adecuados se puede

encontrar en Manual de Gomas y Resinas Solubles en Agua, R. Davidson, McGraw-

Hill (1980).

[0079] En copolimeros de injerto, la longitud de una porcion injertada puede variar.
Preferiblemente, los segmentos injertados son cadenas de alquilo de 12 a 32
carbonos o equivalente a 6 a 16 unidades de etileno en longitud. Adicionalmente, el
injerto del nucleo de polimero puede ser util para mejorar la solvatacién o
propiedades de estabilizacion de nanoparticula. Un grupo butilo injertado en el
nucleo hidréfobo de un copolimero de dibloque de un polietileno o polietilenglicol
debe aumentar la solubilidad del bloque de polietileno. Las porciones quimicas

adecuadas injertadas a la unidad de bloque del copolimero comprenden cadenas
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de alquilo que contienen especies tal como amidas, imidas, fenilo, carboxi, aldehido
o grupos alcohol. Un ejemplo de un estabilizador comercialmente disponible es el
de la familia Hypermer comercializado por Unigema Co. El estabilizador anfifilico
también puede ser de la familia de gelatina tal como las gelatinas derivadas de
colageno animal o de pez.

[0080] En algunas modalidades de la invencion, el copolimero es un acido polilactico
(PLA)-PEG, poliestireno (PS)-PEG o copolimero de poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA)-PEG. En algunas modalidades, el copolimero comprende PLA. Las
nanoparticulas que contienen PLA pueden tener una vida util mas larga. En otras
modalidades, el copolimero es un copolimero PLGA-PEG en donde el componente
PLGA es 10.000-15.000 Dalton. EI copolimero en algunas modalidades es un
copolimero PLGA-PEG en donde el componente PLGA es 10.000-15.000 Dalton y
el componente PEG es aproximadamente 5.000 o menos Dalton. En algunas
modalidades, el PLA, PS o PLGA tiene un peso molecular de 8.000 — 14.000 Dalton.
En ciertas modalidades de la invencién, la proporcién de componente hidréfobo a
hidrdfilo del copolimero dictara el tamafo promedio de las nanoparticulas. Cuando
se usa PEG, hay por lo menos aproximadamente una proporcion de 2:1 peso:peso
de componente hidréfobo:PEG, es decir, en el rango de 8.5.12.5. Preferiblemente,
el tamafio promedio de las nanoparticulas es menor a 80 nm, por ejemplo, 40 a 80
nm. Mas preferiblemente, el tamafo promedio de las nanoparticulas es menor a 75
nm. En algunos casos, el tamafio promedio de las nanoparticulas es de
aproximadamente 20 a 80 nm, aproximadamente 20 a 75 nm o aproximadamente
50 a 75 nm. En algunas modalidades, la proporcion de profarmaco de
taxano:profarmaco HSP90i:copolimero es 1:1:4 a 1:1:16, o 1:1:4 a 1:1:112 y la
proporcion de profarmaco inhibidor de AKT:profarmaco inhibidor de
ERK:copolimero es 1:1:4 a 1:1:16, 0 1:1:4 a 1:1:12.

[0081] Cuando se hacen las nanoparticulas de la invencion, es critico asegurar que

el profarmaco se disuelve adecuadamente en solvente antes de mezclar. En ciertas
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modalidades, la naturaleza del solvente alterara el tamafno promedio de las
nanoparticulas. Para copolimeros con PLGA, acetonitrilo es el solvente preferido.
Para copolimeros con PLA, dimetilformamida (DMF) es el solvente preferido. En
algunas modalidades, la temperatura de fabricacion de nanoparticulas de la
invenciéon no altera el tamafo promedio de las nanoparticulas. En algunas
modalidades, las nanoparticulas de la invencién son estables a 4°C, -20°C y tan
bajo como -80°C. En algunas modalidades, las nanoparticulas de la invencion
mantienen su tamafo promedio y la carga de farmaco (medido como un cambio de
tamano de particula de menos de 10 nm con mas de 90% de carga de farmaco

retenida) después de por lo menos una ronda de congelacion/descongelacion.

Administracion de Composiciones de la Invencioén In Vivo

[0082] Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar en
animales de sangre caliente, incluyendo humanos, asi como especies domesticas
y/o aviares. Adicional a las composiciones farmacéuticas, las formulaciones
adecuadas para uso veterinario se pueden preparar y administrar en una forma
adecuada al sujeto. Los sujetos veterinarios preferidos incluyen especies
mamiferas, por ejemplo, primates no humanos, perros, gatos, ganado, caballos,
ovejas, y ave domesticada. Los sujetos pueden también incluir animales de
laboratorio, por ejemplo, en particular, ratas, conejos, ratones, y conejillos de indias,
para el tratamiento de dolencias en humanos, un médico calificado determinara
como se deben utilizar las composiciones de la presente invencion con respecto a
la dosis, horario y ruta de administracion usando protocolos establecidos. Dichas
aplicaciones pueden también utilizar escalada de dosis si los agentes encapsulados
en las composiciones de vehiculo de entrega de la presente invencion exhiben
toxicidad reducida a tejidos sanos del sujeto.

[0083] Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion

se administran parenteralmente, es decir, intraarterialmente, intravenosamente,
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intraperitonealmente, subcutaneamente, o] intramuscularmente. Mas
preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran intravenosamente
o intraperitonealmente mediante una inyeccion en bolo. Por ejemplo, ver Rahman,
y otros, patente No. US 3.993.754; Sears, patente No. US 4.145.410;
Papahadjopoulos, y otros, patente No. US 4.235.871; Schneider, patente No. US
4.224.179; Lenk, y otros, patente No. US 4.522.803; y Fountain, y otros, patente No.
US 4.588.578, incorporadas por referencia.

[0084] En otros métodos, las preparaciones farmacéuticas o cosméticas de la
presente invencidn se pueden poner en contacto con el tejido objetivo por aplicacion
directa de la preparacion al tejido. La aplicacion se puede hacer por procedimientos
tépicos “abiertos” o “cerrados”. Por “tépico”, se entiende la aplicacion directa de la
preparacion multi-droga a un tejido expuesto al ambiente, tal como la piel,
orofaringe, canal auditivo externo, y similares. Procedimientos “abiertos” son
aquellos procedimientos que incluyen la incision de la piel de un paciente y
directamente visualizar el tejido subyacente al cual se aplican las preparaciones
farmacéuticas. Esto generalmente se logra por un procedimiento quirurgico, tal
como una traqueotomia para acceder a los pulmones, laparotomia abdominal para
acceder la viscera abdominal, u otro acercamiento quirurgico directo al tejido
objetivo. Procedimientos “cerrados” son procedimientos invasivos en los cuales los
tejidos objetivos internos no se visualizan directamente, pero se acceden al insertar
instrumentos a través de pequenas heridas en la piel. Por ejemplo, las
preparaciones se pueden administrar al peritoneo por lavado de aguja.
Alternativamente, las preparaciones se pueden administrar a través de dispositivos
endoscopicos.

[0085] Las composiciones farmacéuticas que comprenden vehiculos de entrega de
la invencion se preparan de acuerdo con técnicas estandar y pueden comprender
agua, agua regulada, 0.9% salina, 0.3% glicina, 5% dextrosa y similares, incluyendo

glicoproteinas para estabilidad mejorada, tal como albumina, lipoproteina, globulina,
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y similares. Estas composiciones se pueden esterilizar por técnicas de esterilizacion
convencionales, bien conocidas. Las soluciones acuosas resultantes se pueden
empacar para uso o filtrar bajo condicion asépticas y liofilizar, la preparacion
liofilizada se combina con una solucion acuosa estéril antes de la administracion.
Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables como se requiera para aproximar las condiciones fisiolégicas, tal como
ajuste de pH y agentes reguladores, agentes ajustadores de tonicidad, y similares,
por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, y similares.

[0086] La concentracion de los vehiculos de entrega en las formulaciones
farmacéuticas puede variar ampliamente, tal como desde menos de
aproximadamente 0.05%, usualmente en o al menos aproximadamente 2-5% hasta
tanto como 10 a 30% en peso y se seleccionara principalmente por volumenes de
fluido, viscosidades, y similares, de acuerdo con el modo particular de
administracion seleccionado. Por ejemplo, la concentracion se puede aumentar
para reducir la carga de fluido asociado con el tratamiento. Alternativamente, los
vehiculos de entrega compuestos de lipidos irritantes se pueden diluir a
concentraciones bajas para bajar la inflamacién en el sitio de administracion. Para
diagndstico, la cantidad de vehiculos de entrega administrados dependera de la
etiqueta particular utilizada, el estado de la enfermedad que se diagnostica y el juicio

del médico.

EJEMPLOS

[0087] Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la

invencion.

Ejemplo 1
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Sintesis de Profarmaco para Combinaciones de Nanoparticula Inhibidoras de

Taxano/HSP90

Sintesis de Profarmacos

[0088] Derivados de docetaxel se prepararon de forma selectiva mediante la
explotacion de la diferencia en las velocidades de reaccién entre los grupos hidroxilo
docetaxel. Bajo las condiciones de reaccidn utilizadas aqui, la mayoria de docetaxel
fue consumido antes de que se generaran niveles significativos del producto de
diacilo, como se monitorizé por TLC. La cromatografia en columna se utilizé para
eliminar docetaxel sin reaccionar, el producto de diacilo y otras impurezas en la
mezcla de reaccion en bruto. La pureza y la identidad de los productos finales se
confirmaron por HPLC y analisis nmR, respectivamente.

[0089] Para la sintesis de los conjugados de docetaxel, docetaxel (1 equivalente),
un acido de lipido (2 equivalentes) y 4-N, N-dimetilaminopiridina (3 equivalentes) se
disolvieron en cloroformo libre de alcohol. Después, se afadid
diisopropilcarbodiimida (1,3 equiv.) y la solucion se agité a temperatura ambiente.
La reaccion se controlé por TLC hasta que la mayoria del docetaxel se habia
consumido (tipicamente 2-4 horas). Después, la mezcla de reaccion se lavo con
acido clorhidrico diluido y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras la
eliminacién del disolvente, el producto bruto se pasé por una columna de gel de
silice usando un gradiente de metanol/cloruro de metileno. El profarmaco purificado
era liofilizado a partir de benceno y se almacena a temperatura ambiente.

[0090] Para la sintesis del conjugado AUY922: ver el siguiente esquema para
AUY922-colesterol:

Esquema 1:
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[0091] Etapa 1: Sintesis de acido colesterol-diglicolico: anhidrido diglicdlico (10,20
g, 87,88 mmol) se afiadié en pequefas porciones durante un periodo de 15 minutos
a una solucién agitada y clara de colesterol (1,20.0 g, 51,70 mmol) en piridina (100
ml) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. La solucion de color
amarillo palido resultante se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. La
reaccion se controld por TLC usando 5% de metanol en diclorometano como
eluyente y se seco por pulverizacion con una solucion de tincidon de p-anisaldehido.
Después del consumo completo de colesterol, la mezcla se concentré6 en un
evaporador rotatorio bajo vacio a 30°C para separar por destilacion la mayor parte
de la piridina y el jarabe resultante se vertié sobre agua fria (500 ml) con agitacion
rigurosa. El contenido se agitdé durante 10 minutos para apagar y solubilizar el
exceso de anhidrido diglicdlico. El sélido separado se recogio por filtracién en vacio.
A continuacion, se suspendié en una solucion de HCI acuoso al 10% y se agito
rigurosamente durante 10 minutos con sonicacién ocasional. Se filtré y se lavo con
agua fria a un pH neutro y se secé en un horno de vacio a 30°C durante 6 horas
para obtener polvo de flujo libre. A continuacion, se disolvidé en diclorometano (15

ml) y se puso en una columna de gel de silice (1500 g). Se eluyd con un gradiente
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de 1-3% de metanol en diclorometano y se recogieron y concentraron las fracciones
que contenian el producto. El sdlido resultante se co-evapord con diclorometano
(3x10 ml) y se secd a alto vacio durante la noche para obtener acido colesterol-
diglicdlico (22,8 g) como un polvo blanco con un rendimiento del 87%. H nmR (400
MHz, CDCl3): & 5,46-5,40 (m, 1H), 4,83-4,72 (m, 1H), 4,28 (s, 2H), 4,25 (s, 2H),
2,43-2,35 (m, 2H) , 2,08-1,96 (m, 2H), 1,95-1,80 (m, 4H), 1,70-1,45 (m, 6H), 1,45-
1,25 (m, 4H), 1.25 a 1.10 (m, 6H), 1,09-0,96 ( m, 3H), 0,94 (d, J = 8 Hz, 3H), 0,90
(d, J =4 Hz, 3H), 0,88 (d, J = 4 Hz, 3H), 0,70 (s, 3H) ppm. ESI-MS Datos: m/ z =
525,35 [M + Na)].

[0092] Etapa 2: Sintesis de AUY922-diglicolato-colesterol: cantidades pesadas de
acido colesterol-diglicdlico (2, 12,0 g, 23,86 mmol), AUY922 (3, 10,0 g, 21,48 mmol)
y N,N-dimetilamino piridina (3,0 g, 24,55 mmol) se almacenaron a alto vacio durante
10 minutos y se purgd con nitrégeno. Los contenidos se disolvieron en
diclorometano anhidro (200 ml) y se agité a 19°C bajo atmésfera de nitrégeno. Para
esto, una solucién de carbodiimida diisopropilo (6,0 ml, 38,98 mmol) en
diclorometano (25 ml) se introdujo en un periodo de 15 minutos y la mezcla se agitd
a 19°C durante 4 horas. La reaccion se controlé mediante TLC utilizando 10% de
metanol en diclorometano como eluyente y se secd con solucion de tincién de p-
anisaldehido u observado bajo luz UV. Después del consumo completo del acido
colesterol-diglicdlico (2), la solucién turbia resultante se enfrio a -15°C y el sdlido
separado se retird por filtracion a través de una almohadilla de algodén vy filtrados
de este lote y el lote de AUY922 (2,0 g) reciclado se combind y se concentrd hasta
obtener una solucién espesa.

[0093] Purificacion: La solucion espesa se cargd en una columna de gel de silice
pre-empaquetada en diclorometano (1,500 g). Se eluyé con 1-5% de metanol en
diclorometano. Las fracciones que contienen el producto principal se concentraron
para obtener una espuma sélida de color amarillo palido (11,50 g). La espuma sélida

se sometio a otra purificacion cromatografica en gel de silice mediante la carga en
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una columna de gel de silice pre-empaquetada en diclorometano (1,500 g). La
columna se eluyé con un sistema de eluyente isocratico con una relacion de
disolvente de 3/ 0,5/ 96,5 metanol/ isopropanol/ diclorometano. Este proceso de
purificacion en columna de gel de silice se repitié hasta que se obtuvo una pureza
>95% por HPLC y se logr6 H nmR. Alternativamente, el producto se pasé a través
de una columna de fase inversa (RP, C-18) en metanol puro con una relacién de
carga de 0,5 g por 240 g de C-18 de la columna. Las fracciones de producto puras
se recogieron y se concentraron. Se seco6 en horno de vacio durante 18 horas para
conseguir AUY922-colesterol-diglicolato puro (4) como un polvo blanco (4,95 g, 24%
rendimiento, pureza 98% HPLC a 230 nm). H nmR (600 MHz, DMSO-dg): & 10,42
(s, 1H), 8,86 (t, J =4 Hz, 1H), 7,23 (c AB, J = 8, 40 Hz, 4H), 6,96 (s, 1 H), 6,72 (s,
1H), 5,37 (bs, IH), 4,58-4,53 (m, 1H), 4,29 (s, 2H), 4,17 (s, 2H), 3,60-3,53 (m, 4H),
2,08 (bs, 2H), 3,33 (bs, 2H), 3.26 a 3.17 (m, 2H), 3,12-3,00 (m, IH), 2,40-2,30 (m,
6H), 2,05-1,90 (m , 2H), 1,90-1,75 (m, 3H), 1,65-1,45 (m, 5H), 1,44-1,20 (m, 6H),
1,19-0,95 (m, 17H), 0,94 a 0,91 (m, 9H), 0,88 (d, J = 4 Hz, 3H), 0,70 (s, 3H) ppm.
ESI-MS Datos: m/z = 950,59 [M + H].

[0094] Los compuestos preparados son: docetaxel-colesterol y AUY922-colesterol
cada uno vinculado a través de un enlazador glicolato.

Ejemplo 2

Formulacién de nanoparticulas de profarmaco de Docetaxel y AUY922 que

aumenta dramaticamente las concentraciones de drogas de plasma

[0095] El taxano y profarmacos AUY922 descritos en el Ejemplo 1 se combinaron
para generar nanoparticulas de la invencion. Se form6 un numero de diferentes
nanoparticulas incluyendo los que comprenden copolimeros de PLA-PEG o PLGA-
PEG a los siguientes pesos moleculares ("K" se refiere a miles):

PLA (10K) -PEG (5K); PLA (8K) -PEG (5K); PLA (13K) -PEG (2K); PLA (14K) -PEG
(4K); PLA (11 K) -PEG (5K); PLGA (10K) -PEG (5K); PLGA (10K) -PEG (2K); y

PLGA (15K) PEG (5K).
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[0096] Las nanoparticulas que comprenden PLA-PEG que mostraron el tamafo y la
estabilidad 6ptima en una proporcion de 2:1, es decir, PLA (10K)-PEG (5K), se
formaron con profarmacos de colesterol docetaxel y AUY922-colesterol para uso en
estos estudios farmacocinéticos.

[0097] Como se muestra en la Figura 1, el porcentaje de dosis inyectada de cada
profarmaco se mantuvo en aproximadamente 50% por hasta 12 horas, y 20% por
hasta 24 horas en comparacion con docetaxel libre y AUY922 libre que se ha
demostrado en la técnica que se limpia con bastante rapidez.

Ejemplo 3

Mejora de la tolerabilidad de Docetaxel: AUY-922 Combinacion formulada en las

nanoparticulas vs combinacién libre de drogas

[0098] La tolerancia relativa de docetaxel y AUY922 que se administran como una
combinacion en la forma de los profarmacos del Ejemplo 1 y en las nanoparticulas
formadas con PLA (10K)-PEG (5K) copolimeros en vivo se compard con la dosis
maxima tolerada (MTD) de cada uno de los farmacos libres administrados
individualmente.

[0099] Como se muestra en la Figura 2, la combinacién de docetaxel y AUY922 fue
significativamente mas tolerable cuando se formula en nanoparticulas de la
invencién en comparacion con la tolerancia de los farmacos libres administrados por
separado.

Ejemplo 4
Eficacia de docetaxel y un inhibidor de HSP90 en el modelo de tumor ST996 PDX

(Clasificada como Resistente al Taxano)

[0100] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmacos de docetaxel
y AUY922 eran mas tolerable y/o eficaces cuando se combinan en nanoparticulas
del Ejemplo 3 en comparacién con la administracién cuando hay combinaciones de
nanoparticulas sin encapsular de la invencion se administraron a ratones que

expresan un modelo de tumor de resistencia a los taxanos ST996 PDX.
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[0101] Como se muestra en la Figura 3, la combinacion de docetaxel y AUY922 era
mas tolerable/menos téxico cuando se formula en nanoparticulas del Ejemplo 3 en
comparacién con la administracion de estos farmacos cuando estan sin encapsular.
[0102] Se obtuvieron resultados similares en un segundo modelo de tumor
resistente a taxano, HCT15 que se ve en la Figura 4, que muestra también que la
combinacion de docetaxel y AUY922 fue mas eficaz cuando se formula en
nanoparticulas del Ejemplo 3 en comparacién con la administracion de estas dos
drogas libres en su MTD.

Ejemplo 5

Eficacia de Selumetinib e Ipatasertib en el modelo de tumor de cancer de colon

humano HCT116

[0103] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmacos selumetinib e
ipatasertib eran mas tolerables y/o eficaces cuando se combinan en nanoparticulas
en comparacion con la administracion cuando estan sin encapsular, las
combinaciones de nanoparticulas de la invencion se administraron a ratones con el
modelo de tumor HCT116. Las nanoparticulas comprenden poliestireno-PEG, PS
(20k)~PEG (5K), y los profarmacos descritos anteriormente en los que estos
agentes estan acoplados a colesterol a través de un enlazador diglicolato.

[0104] Como se muestra en la Figura 5A, la combinacién de selumetinib e ipatasertib
en dos farmacos diferentes: las tasas de farmaco fueron mas tolerable/menos
téxicas cuando se formula en estas nanoparticulas en comparacién con la
administracién de estos farmacos cuando estan sin encapsular.

[0105] Se obtuvieron resultados similares cuando se duplicé la dosis de selumetinib

e ipatasertib en el coctel de farmaco libre (véase la Figura 5B).

Ejemplo 6

Eficacia de Selumetinib e Ipatasertib en el Modelo de Cancer de Colon Resistente

a Multiples Farmacos HCT-15
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[0106] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmaco de selumetinib
e ipatasertib fueron mas tolerables y/o eficaces cuando se combinan en las
nanoparticulas del Ejemplo5 en comparacion con la administraciéon cuando estan
sin encapsular, se repitieron estudios similares al Ejemplo 5 en un modelo de tumor
HCT-15 resistente a multiples farmacos.

[0107] Como se muestra en la figura 6, la combinacion de selumetinib e ipatasertib
a la proporcion de 1:2 droga:droga fue mas tolerable/menos téxica cuando se
formuld en las nanoparticulas del Ejemplo 5 en comparacién con la administracion

de estos medicamentos a una proporcion de 1:2 cuando no estan encapsulados.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re:  Expediente No. NC2018/0000146
Solicitud de patente a nombre de CELATOR PHARMACEUTICALS INC.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 3, obrando como apoderada de la sociedad
CELATOR PHARMACEUTICALS INC., domiciliada en New Jersey, Estados Unidos
de América, Solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 211
notificado electronicamente el 26 de febrero de 2019, atentamente me permito
informar que, con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision
486 al Solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del

tramite, se realizan las siguientes modificaciones:

1. Titulo

De acuerdo con la objecion realizada, se aclara que se modificé el titulo con el fin de
eliminar el término que hacia referencia a un atributo. De esta manera, el titulo ha sido

modificado a: “SISTEMAS DE ENTREGA DE NANOPARTICULLA QUE
INCLUYEN ESTABILIZADORES ANFIFILICOS”.

2. Reivindicaciones

En relacién con las objeciones sobre la falta de claridad de las reivindicaciones,
presento junto con este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de
nueve (9) reivindicaciones, y que reemplaza completamente el presentado

anteriormente. Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

2.1 Seincluy6 la nueva reivindicacion 9.
2.2 Se modifico el preambulo de la reivindicacion 1.

2.3 Se modificé la reivindicacién 1.
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En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian de
ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud y se realizaron con el animo
de superar las objeciones de claridad y nivel inventivo planteadas por el Examinador en

su concepto técnico.

3. Pago de tasas

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones se adjunta recibo por concepto de examen de patentabilidad, segun lo
establecido en la Resolucion 3719 de 2016.

En relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decir que
no se adjunta tasa por concepto de reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo
capitulo reivindicatorio tiene menor numero de reivindicaciones que el cubierto por la

tasa de solicitud de patente, y en esencia es el mismo objeto, pero definido con mayor

claridad.

4. Claridad de la solicitud

El Solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo
reivindicatorio queda subsanada la totalidad de las objeciones, de modo tal que las
nuevas reivindicaciones proporcionan claridad y concision a la invencién descrita,

siguiendo las recomendaciones realizadas por el Examinador en su concepto técnico.

41  Como primera medida, se informa que se incluy6 la nueva reivindicacion 9, la

cual se encuentra soportada en la antigua reivindicacién 6.

4.2 Seinforma que se modific6 el preambulo de la reivindicaciéon 1 con el propoésito
de eliminar la expresion “que incluye un conjunto de composiciones farmacéuticas”, de

manera que ahora recita: “una composicion farmacéntica”.

43 Su Despacho ha indicado que “//Ja rewindicacion 1 no es clara porque define la
composicion de la solicitud en términos del resultado a alcanzar, donde “cada agente terapéutico
se acopla a través de un enlagador a una porcion hidrdgfoba para formar un profirmaco”. No
se acepta un resultado a alcanzar como caracteristica técnica porgue no define la composicion,
puesto que la reivindicacion incluiria no solo la solucion propuesta por el solicitante, sino todas
las alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resultado”. En respuesta a ello, el
Solicitante respetuosamente manifiesta que la caracterizaciéon de los profarmacos
como resultado a alcanzar no tiene ningin sentido. Los componentes de la
composicion estan claramente definidos: uno es un agente terapéutico y el otro

es una porcion hidréfoba y el tercero es un enlazador. Se puede emplear una
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44

4.5

amplia variedad de cada uno de ellos siempre que el profarmaco esté compuesto
por los tres elementos. Dicho esto, se informa que se modifico la reivindicacion

1 para eliminar la expresion “para formar un profarmaco”.

Ademas, se informa que también se modifico la reivindicaciéon 1 a fin de recitar:
“al menos dos agentes terapénticos”, lo cual se encuentra soportado en el Parrafo
[0014] de la descripcion inicialmente presentada. En este respecto, es de
mencionar que la expresion “a/ menos” o similares, establecen un alcance
perfectamente entendible para cualquier persona medianamente versada en la
materia, puesto que indican inequivocamente la cantidad minima necesaria de
elementos posibles que deben estar presentes en cada una de las configuraciones
posibles de la invenciéon reclamada. El uso de este tipo de términos y otros
analogos que indican la posibilidad de obtener la invencién en diversas
modalidades, es una practica aceptada a nivel mundial en el ambito de las
patentes, ya que como el Examinador debe saberlo, una patente de invencién no
se limita a una tnica modalidad, si no que cubre un concepto inventivo global
que abarca diferentes modalidades (diversas materializaciones de la invencion)
ligadas por un efecto técnico comuin que finalmente delimita el alcance de la

invencion.

Por ejemplo, este lenguaje se utiliza en situaciones donde se quiere evitar que un
infractor trate de argumentar que la composiciéon farmacéutica comprende al
menos dos agentes terapéuticos, en lugar de comprender dos agentes
terapéuticos. Si se reclamara unicamente dos agentes terapéuticos, se estaria
violando el derecho de un inventor de reclamar proteccion sobre la totalidad de
su concepto inventivo, que en este caso esta soportado por la divulgacion del
Capitulo Descriptivo. En conclusion, en los casos donde se esta haciendo uso
de dicha expresion en el Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto,
necesariamente la expresiéon corresponde a los elementos minimos sobre las que

actuan los componentes de la presente invencion.

Por lo tanto, no deberia existir problema alguno en el uso de la expresion “a/
menos” o similares, pues es perfectamente entendible por cualquier persona
medianamente versada en la materia, de tal manera que, a la luz del Capitulo
Descriptivo, es perfectamente claro el alcance y los limites de la proteccion

solicitada.

Su Despacho también ha indicado que “///a reivindicacion 1 no es clara porgue define
la composicion de la solicitud en términos de pardmetros de didmetro de particula o de peso
molecular de la denominada porcion hidrifoba, cnando se refiere a que las “nanoparticnlas

tienen un didmetro promedio de 20-80 nm”, o que “la porcion bidrdfoba tiene un peso
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4.6

4.7

molecular de 8 D a 15 £D”. No debe caracterizar la composicion por sus pardmetros, es
necesario definirla como una ragonable generalizacion de los componentes probades”. Ante
ello, el Solicitante expresa su completo desacuerdo y manifiesta que contrario a
la opinién del Examinador, el didmetro de particula de las nanoparticulas y el

peso molecular de la porciéon hidréfoba corresponden a factores criticos para

definir la composicién reclamada, por tanto, corresponden a caracteristicas

técnicas esenciales de las nanoparticulas y del estabilizador anfifilico, las cuales

definen la invencién. Por ejemplo, el diametro promedio describe la estructura
de la invencién. Cabe tener en cuenta que la invencion no debe limitarse a PLA
o PLGA y PEG ilustrados en los Ejemplos, ya que la restriccion de la materia a
los ejemplos seria simplemente una limitacién no deseada que llevaria a obtener
una patente que no tiene uso debido a su alcance limitado. De este modo, no es

claro porqué los parametros especificados son indefinidos.

El Examinador ha indicado que “//ja reivindicacion 7 no es clara porque define la
composicion de la solicitud en términos de un proceso de obtencion, cuando se refiere a que las
“nanoparticulas se forman al mezclar una fase acuosa y una fase organica” y que “en donde
dicho mezclado se lleva a cabo al mezclar rapidamente corrientes de chorro™ . Ante ello, el
Solicitante respetuosamente manifiesta que contrario a la opiniéon del
Examinador, la manera de formar la composicion tiene un impacto en su
naturaleza ultima, lo cual es facilmente entendido por una persona versada en la
técnica. Por lo tanto, la materia reclamada en la reivindicacion 7 es esencial para

definir la presente invencion.

Su Despacho también ha indicado que “//jas reiwindicaciones 1 y 7 no son concisas
porque definen la composicion de la solicitud en términos de géneros funcionales, como “dos
agentes terapéuticos”, “un estabilizador anfifilico”, “un copolimero de blogune o un copolimero
de injerto”, “una porcion hidrdfoba y una porcion hidrifila”, ‘fase organica (que) comprende
dicho copolimero y dicho profarmaco” o “fase acnosa y (...) fase organica™. Se sugiere restringir
la solicitud a una ragonable generalizacion del tipo de compuestos que han sido sintetizados o
probados, es decir, que se encuentran debidamente sustentados”. En respuesta a ello, se
aclara que:
- El término “estabilizador anfifilico” es claramente definido en la reivindicacion
1 cuando se menciona “un estabilizador anfifilico que es un copolimero de blogne o un

copolimero de injerto...”.

En relacién con los términos restantes, respetuosamente manifestamos que el
Manual Andino de Patentes y la Guia de Examen de Solicitudes de Patente y

Modelos de Utilidad de la SIC, establecen que el lenguaje utilizado en una

solicitud de patente debe ser el lenguaje comin del campo técnico relacionado y

su significado y alcance en las reivindicaciones, debe ser el que normalmente se
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da en el area técnica de la solicitud, siendo claro para la persona versada en la
materia con su sola lectura, lo que cumple a cabalidad la presente solicitud. Asi
las cosas, las reivindicaciones de la presente solicitud son lo suficientemente
claras y concisas precisando la materia reclamada, pues el uso de términos como
“dos agentes terapénticos”, “un copolimero de blogue o un copolimero de injerto”, “una porcion
hidrdfoba y una porcion hidrdfila”, ‘fase organica (que) comprende dicho copolimero y dicho
profarmaco” o “fase acuosa y (...) fase organica” a la luz del Capitulo Descriptivo

resultan completamente reconocibles por cualquier persona medianamente

versada en la materia.

Ademas, es importante resaltar que tal como se establece en el Articulo 51,
Capitulo V del Decision 486 de 2000 de la Comisiéon de la Comunidad Andina,
“E/ alcance de la proteccion conferida por la patente estard determinado por el tenor de las

retindicaciones. La _descripcion y los dibujos, o en su caso, el material

biolégico depositado, servirin para interpretarlas”’, por lo que el experto en

la técnica al momento de reproducir la invenciéon no sélo puede, sino que

también debe recurrir a la memoria descriptiva y dibujos para interpretar en
caso que sea necesario, la materia reclamada. En el presente caso, los términos
objetados son claramente definidos en las reivindicaciones dependientes 2y 4 a
0.

En conclusion, una persona medianamente versada en la materia puede entender
perfectamente el alcance y los limites de la proteccién solicitada, entendiendo
qué elementos estructurales deben usarse para reproducir el invento y cudles

elementos estan cobijados por las reivindicaciones y cuales no.

Adicionalmente, es importante recordar que un inventor esta en su derecho de
reclamar proteccion para la totalidad de un concepto inventivo desarrollado sin

importar la amplitud de éste, siempre y cuando se guarde unidad de

invencion. Asf las cosas, respetuosamente se considera errada la objecion que el
Examinador presenta en relaciéon con los términos objetados, pues estos indican
claramente y de manera directa qué tipo de caracteristica estructural debe estar

incluida en la invencion reclamada.

Esto es, dentro del concepto inventivo desarrollado se contemplan modalidades
sin apartarse del espiritu y alcance de la materia reivindicada. De nuevo, una
persona versada en la materia puede entender perfectamente el alcance y los
limites de la proteccién solicitada con base en la informacion divulgada en el
Capitulo Descriptivo y en las reivindicaciones dependientes. Por lo demas, vale
la pena anotar que el uso de estos términos y otros analogos que indican la

posibilidad de obtener la invencién en diversas modalidades, es una practica
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aceptada a nivel mundial en el ambito de las patentes, ya que como el
Examinador debe saberlo, una patente de invencién no se Iimita a una unica
modalidad, sino que cubre un concepto inventivo global que abarca diferentes
modalidades (diversas materializaciones de la invencién) ligadas por un efecto
técnico comun que finalmente delimita el alcance de la invencién. Asi las cosas,
respetuosamente se insiste que los términos objetados son perfectamente
entendibles por cualquier persona medianamente versada en la materia, de tal
manera que a la luz del Capitulo Descriptivo y a las reivindicaciones
dependientes es perfectamente claro el alcance y los limites de la proteccion
solicitada, entendiendo cuales materializaciones estan cobijadas por las

reivindicaciones y cuales no.

Adicional a lo anterior, nos permitimos informar a esta Superintendencia que los
términos objetados por el Examinador no llevarian a que un experto con nivel
medio en la materia se vea confundido sobre el alcance de la invencion definida
en las reivindicaciones, sino que por el contrario dicho experto podria saber qué
desea proteger el solicitante, hecho que se puede demostrar gracias al examen de
patentabilidad detallado realizado por el Examinador en su concepto técnico
(puntos 5y 6 del Oficio 211), ya que si lo que aduce el Examinador fuese cierto
con respecto a la falta de concisiéon de las reivindicaciones 1 y 7, entonces el
Examinador no hubiera estado en capacidad de realizar un analisis detallado del
cumplimiento de los requisitos de patentabilidad, ni tampoco hubiese podido
llegar a la conclusion de la supuesta falta de nivel inventivo de las antiguas

reivindicaciones 1 a 8.

Ademas, pareciera que el Examinador esta intentando restringir el alcance de las
reivindicaciones en tal medida que serfa facil para cualquier experto en la técnica
eludir las reivindicaciones utilizando las ensefianzas que la solicitud actual
proporciona. Esto es completamente contrario al principio de exclusividad de
protecciéon otorgada por el Estado. Es decir, a cambio de una divulgacion
completa de su invencion, se les proporcionara a los solicitantes la posibilidad de
evitar que otros infrinjan su invencién a través de la provision de

reivindicaciones que representen una generalizacion razonable de su divulgacion.

Es asi como, si los solicitantes modifican las reivindicaciones para recitar
componentes especificos que son bien conocidos por los expertos en la materia,
entonces se hace facil para un tercero evitar infracciones simplemente
seleccionando materiales que son diferentes a los enumerados en las
reivindicaciones, pero que son bien conocidos por tener el mismo efecto. Dado
el conocimiento general de la persona experta, se considera que las

reivindicaciones actuales representan una generalizacién razonable del contenido
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de la solicitud y que la persona experta lo reconocera como tal. Es importante
tener en cuenta que la persona experta conoce perfectamente todos los aspectos
comunes en el campo técnico de la invencién y que, por ende, tendra una vision

diferente a la que pueda tener el Examinador.

Por lo tanto, los términos objetados por el Examinador se mantienen, ya que los
mismos no afectan la claridad de la invencion y el experto con nivel medio en la
materia puede entender lo que se desea proteger y el alcance de dicha

proteccion, tal como se indicod previamente.

En consecuencia, nos permitimos indicar que el presente capitulo reivindicatorio, que
incluye nueve (9) reivindicaciones, se ajusta a las disposiciones del articulo 30 de la

Decision 486/00.

5. Descripcion

Su Despacho ha indicado que “//ja La descripcion no es clara porque se no utilizan los términos
técnicos corvectos para definir los fiarmacos eliminados ni los inhibidores de proteina, sino que se refiere a
la eliminacion de farmacos en términos de “despeje” y a la proteina de choque térmico como ‘proteina de
golpe de calor”. En respuesta a ello, se informa que se presenta un nuevo capitulo
descriptivo en el que se reemplazaron los términos “despese” y “proteina de golpe de calor”

por los términos correctos “eliminacion” y “proteina de choque térmico” respectivamente.

En cuanto al comentario del Examinador indicando que “//Ja descripcion no divulga la
invencion de manera suficiente porque la caracteristica en que la composicion de la solicitud “comprende
un tercer agente terapéutico”, no se describe de forma en que la persona normalmente versada en la
materia técnica tenga alguna motivacion para ejecutarla o reproducirla, sin necesidad de realizar un
esfuerzo inventivo que sea superior a sus habilidades ordinarias. Para que la descripcion sea suficiente
es necesario que haya una demostracion experimental del efecto que tiene la inclusion de un tercer agente
terapéutico en la composicion de la solicitud. Se sugiere eliminar la alusion a la inclusion de un tercer
agente terapéntico”, respetuosamente manifestamos que el Parrafo [0014] de la descripcion
divulga “Ass, en un aspecto, la invencion esta dirigida a una composicion farmacéntica que comprende

nanoparticulas ..., y comprenden por lo menos dos agentes terapénticos, cada agente terapéntico

acoplado...” (énfasis afiadido). Por lo tanto, la invenciéon comprende dos, tres, cuatro o
mas agentes terapéuticos, lo cual es claramente entendido por una persona versada en la

materia.

Adicionalmente, es de resaltar que de acuerdo con los lineamientos incluidos en el
articulo 30 de la Decision 486/00, se establece que “/as reivindicaciones definiran la materia

que se desea proteger mediante la patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas

por_la_descripcion” (el subrayado es nuestro). De esta forma, los lineamientos de
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patentabilidad en Colombia establecen que una invencién debe ser clara y estar
soportada por la informacién incluida en la descripcion de la solicitud. Sin embargo, la
legislacion colombiana no indica que los ejemplos ilustrativos, los cuales son
opcionales para facilitar el entendimiento de la invenciéon y soportar las ventajas

descritas, sean limitantes de la invencion.

6. Nivel Inventivo

El Examinador establece en su concepto técnico la falta de nivel inventivo de las
antiguas reivindicaciones 1 a 8 a la luz de las ensefianzas técnicas descritas en el

documento US2012/0052097 — Fetzer (D1).

En este sentido, me permito indicar que el articulo 18 de la Decisién 486 establece que
g . ] : o o L .

e considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio normalmente
versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia ni se hubiese

derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparacion de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. El analisis de nivel inventivo

debe demostrar la obviedad de la invencién y establecer como ésta no contiene un

salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta que se hace

necesario_demostrar que la invencién analizada carece de nivel inventivo y hubiese

sido obvia para una persona versada en la materia.

Considerando la anterior definicién y teniendo en cuenta las modificaciones realizadas,
es deseo del Solicitante manifestar que la invenciéon reclamada en el nuevo capitulo
reivindicatorio es inventiva en relacién con el estado de la técnica citado. Es asi como el

Solicitante expresa que:

En la presente memoria descriptiva, la naturaleza de la invencién se define en el parrafo
[0043]. En particular, la invencién reside en encontrar las particulas mas efectivas en
términos de su tamafio y en términos de la naturaleza del estabilizador anfifilico. Como
se senala en dicho parrafo, se ha encontrado que, en un amplio rango de combinaciones
de agente terapéutico, las formulaciones son mas efectivas cuando el tamafo de las
nanoparticulas es menor a 80 nm y cuando la proporcion en peso de la porcion
hidréfoba a la porcion hidréfila esta en el rango reivindicado, asi como cuando la
porcion hidréfoba tiene un peso molecular en el rango reclamado. Las reivindicaciones
también son especificas a aquellas particulas en las que al menos dos agentes
terapéuticos estan presentes como profarmacos acoplados a través de un enlazador a
una porcion hidréfoba e, independientemente del enlace a cualquier agente terapéutico,

esta presente un estabilizador anfifilico.
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Se vera que la presente invenciéon define un subgénero que es extremadamente
restringido en comparacion con el género muy amplio de (Fetzer, US 2012/0052097)
citado como D1. El rango de particulas aceptables descrito por D1 se describe en el
parrafo [0412] entre 10 y 220 nm y en el parrafo [0361] entre 20 y 500 nm. No_se

preparan particulas reales en D1, por lo que no hay mediciones de ninguna

caracteristica preferida. Los ejemplos se limitan a la preparacion de conjugados de una
proteina que es un péptido terapéutico para un polimero anfifilico o para un polimero
hidr6fobo. La invenciéon descrita por D1 en los parrafos [0004] — [0008] es
completamente genérica en cuanto a si su péptido terapéutico esta acoplado al polimero
hidr6fobo o al polimero hidréfilo-hidréfobo. Ademas, las particulas descritas por D1
tienen que incluir una pluralidad tanto de los polimeros hidréfobos como de los
polimeros anfifilicos, a diferencia de la presente invencién en la que los agentes
terapéuticos pueden estar acoplados a diferentes porciones hidréfobas, pero no existe
una pluralidad de estabilizadores anfifilicos. Por lo tanto, en general, D1 no sugiere la
reivindicaciéon 1 de la presente solicitud, incluso en lo que se refiere al tamafio de la
nanoparticula o a las caracteristicas requeridas del profarmaco y del estabilizador

anfifilico.

Mas alla de eso, la presente solicitud determina, como se muestra en el Ejemplo 2, que
la proporciéon 6ptima de la porcion hidrofoba a la hidréfila del polimero anfifilico es
10:5 y las particulas obtenidas al usar nanoparticulas en las que se muestra un polimero

anfifilico con esta relacion es exitoso en los Ejemplos 3-4.

Aunque la relacion hidrofébica: hidrofilica en el polimero anfifilico en los Ejemplos 5y
6 esta fuera del rango reivindicado, el Ejemplo que determina especificamente la
relacién ventajosa es el Ejemplo 2. Las relaciones probadas se muestran en la tabla a
continuacion, donde todas las relaciones determinadas se basan en un valor de 5 para la

region hidrofila.

Hidrofobica : hidrofilica

10:5
8:5

13:2 =32)5:5

14:4 —17,5:5
11:5
10:5

10:2 = 25:5
15:5
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Como se observa, la proporcién de 10:5 se probd contra un amplio rango de relaciones
y se encontr6 que era la mas efectiva. De este modo, la presente reivindicacion se

centra en esta relacion. Por lo tanto, se reclama un rango razonable que rodea 10:5.

Los Ejemplos 5 y 6 muestran que los enlaces de colesterol a los farmacos a través de un

enlazador diglicolato son particularmente ventajosos.

Por lo tanto, no se puede decir que D1 sugiere las limitaciones de la reivindicaciéon de
esta solicitud, incluso como lo demuestra la tabla comparativa que se incluye en la
accion oficial que se contesta. El parrafo [0497] citado de D1 que proporciona una
relacion de hidréfobo-hidréfilo de 40:1 a 1:1 es mucho mas amplio que el de la presente
invencion; en lugar de 8:5 a 12:5 esto esta en el rango de 5:5-200:5. De hecho, incluso la
proporcion mas restringida que podria calcularse a partir del parrafo [0025] de D1, que
da rangos de peso para cada porcion del polimero anfifilico, es mucho mas amplia: eso
es 65:5-0,7:5. Esto no puede sugerir la proporcion reclamada. De manera similar, el
parrafo [0483] citado de D1 donde la porcion hidréfoba puede tener un peso molecular

entre 1kD y 70kD es mucho mas amplio que el peso 6ptimo requerido de 8kD a 15kD.

En resumen, D1 no comienza a sugerir las limitaciones establecidas en las
reivindicaciones en las que al menos dos agentes terapéuticos se suministran como
profarmacos y los polimeros contienen un estabilizador anfifilico independiente que no
esta unido a un agente terapéutico, en donde el tamafio de particula y la naturaleza de
los estabilizadores anfifilicos se definen estrechamente en funciéon de los resultados
experimentales y no sélo de nimeros arbitrarios, como parece ser el caso en D1. La
accion oficial que se contesta indica que no hay ningin efecto debido a estos

parametros, pero los solicitantes han demostrado por sus determinaciones en el

Ejemplo 2 que estos hacen una diferencia. De esta manera, no hay datos en

absoluto en D1 que ilustren cualquier éxito con las particulas ideadas en la divulgacion

forzada de D1.

Adicionalmente, como cuestion de interés, cabe mencionar que la solicitud que se
publicé como D1 nunca se emitié como patente en los EE.UU. y se abandoné al
recibir el requisito de restriccion que encontré una multiplicidad de invenciones en D1,
reflejando asi la naturaleza sin direcciéon fija de la divulgaciéon. En este sentido,
respetuosamente se considera que no es apropiado rechazar una invencién enfocada en
resultados experimentales con base esencialmente en una divulgacién ficticia (como
D1) en la que el solicitante de la patente simplemente usé su imaginacion para describir

tantas alternativas posibles como se podria imaginar.

De esta forma, teniendo en cuenta que el documento D1 no menciona, describe o

sugiere todas las caracteristicas técnicas reclamadas en el nuevo capitulo reivindicatorio

www.clarkemodet.com

ESPANA - PORTUGAL - ARGENTINA - BRASIL - CHILE - COLOMBIA - MEXICO - PERU - URUGUAY - VENEZUELA



presentado por el Solicitante, no es posible afirmar que la invencién hubiera podido

haber sido derivada en forma obvia a partir de dicho documento.

Por lo tanto, es claro que las nuevas reivindicaciones 1 a 9 cumplen con el requisito de
nivel inventivo, tal como se define en el articulo 18 de la Decision 486 y como se
explica detalladamente en el Manual Andino y la Guia para Examinadores de la

Superintendencia de Industria y Comercio.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencioén a la solicitud
en estudio o si el seflor Examinador considera que subsisten razones para objetar la
presente invencion, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos motivos y
razones que sustenten su objecién con el fin de que nuestro mandante tenga la
posibilidad de exponer sus argumentos con base en la interpretacion de los articulos 45
de la Decision 486 -el cual otorga la facultad al Examinador para emitir los examenes de
fondo- y 42 del Codigo de Procedimiento Administrativo y de lo Contencioso
Administrativo que sefiala que: “babiéndose dado oportunidad a los interesados para expresar sus
opiniones, y con base en las pruebas e informes disponibles, se tomard la decision, que serd motivada.
La decision resolverd todas las peticiones que hayan sido oportunamente planteadas dentro de la

actuacion por el peticionario y por los terceros reconocidos”, (el subrayado es nuestro).

En consecuencia, solicitamos a ese Despacho pronunciarse en relacién con todos los
argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicaciéon al principio del

debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constituciéon Nacional.

Senor Director,

<¢g(‘oLINA DAZA ALVO

C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ

notificaciones@clarkemodet.com.co
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ANEXOS

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por nueve (9) reivindicaciones.
- Nuevo capitulo descriptivo.

- Comprobante de pago de tasa correspondiente a nuevo examen de patentabilidad.
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P-14808 (Solicitud de Patente No. NC2018/0000146)
REIVINDICACIONES MODIFICADAS — RTA AO 211
28 de marzo de 2019

REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende nanoparticulas en donde
dichas nanoparticulas tienen un didmetro promedio de 20-80 nm vy
comprende:

a) al menos dos agentes terapéuticos, cada uno de dichos agentes
terapéuticos administrado como un profarmaco acoplado a través de un
enlazador a una porcion hidréfoba, y

b) un estabilizador anfifilico que es un copolimero de bloque o un copolimero
de injerto que comprende una porcion hidréfoba y una porcién hidréfila en
donde la proporcién en peso de la porcion hidroéfoba a la porcion hidréfila
esta en el rango de 8:5 a 12:5 y en donde la porcién hidréfoba tiene un
peso molecular de 8 kD a 15 kD,

y en la que los profarmacos de dichos dos agentes terapéuticos diferentes

estan contenidos en la misma nanoparticula o estan contenidos en

nanoparticulas separadas.

2. La composicién de la reivindicacion 1, en donde en dicho estabilizador
anfifilico, la porcion hidréfoba comprende acido polilactico (PLA) o acido
poli(lactico-co-glicélico (PLGA) y la porcién hidréfila comprende polietilenglicol
(PEG).

3. Lacomposicion de la reivindicacion 1, en donde dichos al menos dos agentes

estan incluidos en la misma nanoparticula.

4. La composicion de la reivindicacidon 1, en donde un agente terapéutico es un
taxano y el otro agente terapéutico es un inhibidor de HSP o en donde un
agente terapéutico es un inhibidor de PISK/AKT/mTOR vy el otro agente
terapéutico es un inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK.

5. La composicién de la reivindicacion 4, en donde el taxano es docetaxel, el
inhibidor de HSP es luminespib, el inhibidor de PI3K/AKT/mTOR es
ipatasertib, y el inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK es selumetinib.



6. La composicién de la reivindicacién 1, en donde en cada uno de dichos

profarmacos la porcion hidréfoba es colesterol u otro producto natural.

7. La composicién de la reivindicacion 1, en donde dichas nanoparticulas se
forman al mezclar una fase acuosa y una fase organica, dicha fase organica
comprende dicho copolimero y dicho profarmaco, y en donde dicho mezclado
se lleva a cabo al mezclar rapidamente corrientes de chorro una de las cuales

comprende la fase acuosa y la otra de las cuales comprende la fase organica.

8. La composicién de la reivindicacién 1, la cual ademas comprende un tercer

agente terapéutico.

9. La composicién de la reivindicacién 1 o 6, en donde el enlazador es acido
diglicélico.



P-14808 (Solicitud de Patente No. NC2018/0000146)
DESCIPCION MODIFICADA - RTA AO 211
28 de marzo de 2019

SISTEMAS DE ENTREGA DE NANOPARTICULA QUE INCLUYEN

ESTABILIZADORES ANFIFILICOS

Solicitudes Relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de EE.UU. con nimeros
de serie 62/192,973 presentada el 15 de julio de 2015 y 62/252,936 presentada el

6 de noviembre de 2015, las cuales se incorporan aca por referencia en su totalidad.

Campo Técnico

[0002] La invencién se relaciona con composiciones y métodos para la entrega
mejorada y la toxicidad reducida de combinaciones de agentes terapéuticos, y con

un empaque comercial o producto que comprende dicha combinacion.

Antecedentes

[0003] La progresion de varias enfermedades que ponen en peligro la vida tal como
cancer, SIDA, enfermedades infecciosas, desérdenes inmunes y desérdenes
cardiovasculares esta influenciada por multiples mecanismos moleculares. Debido
a esta complejidad, lograr curas con un agente unico se ha cumplido con éxito
limitado. Asi, las combinaciones de agentes a menudo se han usado para combatir
la enfermedad, particularmente en el tratamiento de canceres. Parece que hay una
fuerte correlacion entre el numero de agentes administrados y las tasas de cura para
canceres tal como leucemia linfocitica agua y cancer colon-rectal metastasico (Fre,
y otros, Clin. Cancer Res (1998) 4:2027-2037; Fisher, M.D., Clin. Colorectal Cancer
(2001) 1:85-86). En particular, los agentes quimioterapéuticos en combinacidén con
agentes potenciadores, tal como inhibidores de proteina de choque térmico se han

usado para tratar exitosamente un numero de canceres en la clinica.



[0004] Los taxanos son una clase de farmacos anticancerigenos ampliamente
utilizados. Estos se producen naturalmente por plantas que pertenecen al género
Taxus (por ejemplo, Tejos). Los “taxanos” incluyen paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel
y otros taxanos analogos o derivados de los mismos.

[0005] Los agentes potenciadores como se describen aca son agentes
molecularmente orientados que afectan la tumorigenesis, a menudo al modular la
apoptosis. Estos agentes incluyen inhibidores de proteina de choque térmico (HSP),
en particular inhibidores HSP90 (HSPi). EI HSP90 es un acompanante molecular el
cual estabiliza una variedad de proteinas requeridas para la supervivencia de las
células cancerigenas. Se encontrd que se sobre expresan en un numero de tipos
de canceres y por lo tanto la inhibicion de HSP90 se identific6 como un beneficio
terapéutico potencial en el tratamiento de multiples tipos de malignidades.

[0006] Los investigadores han demostrado mejoras prometedores en el tratamiento
de cancer al administrar cocteles de farmacos libres de un numero de
combinaciones de taxanos/inhibidores HSP90 (HSP90i). A pesar de las ventajas
asociadas con el uso de estos cocteles de farmacos libres, hay varios
inconvenientes que limitan su eficacia incluyendo extensiva toxicidad
gastrointestinal y ocular. Adicionalmente, la administracion de estos cocteles de
farmacos libres a menudo resulta en la eliminacién rapida de uno o ambos de los
agentes antes de alcanzar el sitio objetivo.

[0007] La trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK (Quinasas Reguladas de Senal
Extracelular) es una de las trayectorias intracelulares mejor conocidas y se regula
mediante quinasas de tirosina receptora, citoquinas, y receptor acoplado a proteina
G heterotrimérico. La serie de proteinas que hacen esta trayectoria comienza con
un receptor en la superficie de la célula y luego transfiere la informacion de forma
intracelular a través de las proteinas subsecuentes al ADN dentro del nucleo. La
trayectoria incluye proteinas tales como, MAPK (quinasas de proteina activadas de

mitdgeno, también denominadas ERK), las cuales se comunican al adicionar grupos



fosfato a una proteina vecina, y a su vez actua como un interruptor de “encendido”
o “apagado”. Cuando una de las proteinas en la trayectoria es mutada, se puede
atascar en la posicion “encendido” o “apagado” — este es un paso necesario en el
desarrollo de varios canceres. Los componentes de la trayectoria MAPK/ERK se
descubrieron cuando éstos se encontrando en células cancerigenas. Numerosos
farmacos que reversan el cambio “encendido” o “apagado” estan siendo
investigados como tratamientos de céancer.

[0008] EI PISK/AKT/mTOR u objetivo de fosfatidilinositol 3-quinasa
(PIBK)/AKT/mamifero de trayectoria de rapamicina es otra trayectoria de
sefalizacion intracelular bien conocida que es central al crecimiento y supervivencia
celular, regulaciéon de ciclo celular, y muerte de célula programada. La activacion
anormal de esta cascada de sefalizacion esta vinculada a diversos estados de
enfermedad, incluyendo la mayoria de canceres humanos, y por los tantos varios
componentes de la trayectoria son objetivos para intervencion terapéutica. La
trayectoria de PISBK/AKT/mTOR juega un papel clave en la proliferacion, adhesion,
migracion, invasion, metabolismo, y supervivencia celular asi como angiogénesis.
Puede haber factores conocidos que mejoran esta trayectoria incluyendo, EGF, shh,
IGF-1, insulina, y CaM; y puede haber factores conocidos para inhibidor esta
trayectoria incluyendo PTEN, GSK3B, y HB9.

[0009] Los investigadores han demostrado mejoras prometedoras en el tratamiento
de cancer al administrar cocteles de farmacos libres de un numero de inhibidores
de estas trayectorias. A pesar de las ventajas asociadas con el uso de estos cocteles
de farmacos libres, hay varios inconvenientes que limitar su eficacia incluyendo
extensiva toxicidad gastrointestinal y ocular. Adicionalmente, la administracién de
los cocteles de farmacos libres a menudo resulta en la eliminacion rapida de uno o
ambos de los agentes antes de alcanzar el sitio objetivo.

[0010] Para mejorar la eliminacion, varios farmacos anticancerigenos en general se

han incorporado en vehiculos de entrega disefiados para “protegerlos” de



mecanismos que de otra forma resultarian en su eliminacién rapida del flujo
sanguineo. Es bien conocido que las nanoparticulas tienen la capacidad de
suministrar este efecto de “proteccidén” y ellas a menudo permiten extender la vida
util de los agentes terapéuticos asi como reducir su toxicidad y/o resistencia a
farmaco asociada. La encapsulacion en vehiculos de entrega bien disefiados puede
también resultar en farmacocinética coordinada de farmacos encapsulados. Sin
embargo, la formulacion de farmacos especificos 0 mas de un farmaco en vehiculos
de entrega se ha probado que es dificil debido a la composicion de polimero del
vehiculo que a menudo afecta diferencialmente la farmacocinética de los farmacos
individuales. Asi, una composicion que es adecuada para retencién y liberacion de
un farmaco puede no ser adecuada para la retencion y liberacion de un segundo
farmaco. Presentemente, aunque algunas combinaciones activas de inhibidores a
estas trayectorias estan siendo utilizadas exitosamente en ensayos clinicos, no ha
sido descrita una preparacion farmacéutica disefada para reducir la toxicidad y
controlar la farmacocinética, y asi la entrega de tumor, de estas drogas.

[0011] La publicacion PCT WO2006/014626 (‘626) describe construcciones
particuladas para liberacion de agentes activos de varios tipos. En las
nanoparticulas de esta publicacién, los profarmacos en donde una porcion
terapéutica se acopla a través de un enlazador a una porcién hidréfoba se
ensamblan en nanoparticulas usando un estabilizador anfifilico. Las formulaciones
estan disefiadas para coordinar la liberacion de farmacos libres a partir de particulas
por virtud de hidrolisis de una union divisible en el enlazador que resulta en el
farmaco libre que es liberado a partir de nanoparticulas. Esto es en contraste a la
presente invencion en donde las nanoparticulas estan disefiadas con el fin de liberar
los profarmacos en forma intacta con hidrolisis posterior en el flujo sanguineo. Este
subconjunto de las nanoparticulas descritas en la publicacion ‘626 resulta de la
seleccion adecuada de copolimero y la proporcion especifica de porcidén hidréfoba

a hidréfila asi como el rango requerido de pesos moleculares de la porcién hidréfoba



y el tamafo de las nanoparticulas. Esto resulta en un comportamiento diferente del
enfocado en las nanoparticulas de la publicacion ‘626.

[0012] Los presentes inventores han identificado por primera vez formulaciones de
nanoparticula particulares que comprenden la combinacién de farmacos que
resultan en vidas Utiles extendidas, toxicidad reducida, resistencia a farmaco
reducida y/o eficacia superior cuando se administra in vivo. Las combinaciones
particulares de droga ilustrativas incluyen taxanos o derivados de los mismos y un
inhibidor HSP90 y combinaciones de inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK 'y un inhibidor

de PIBK/AKT/mTOR.

Divulgacién de la Invencion

[0013] Ahora se ha encontrado que al suministrar dos 0 mas agentes terapéuticos,
cada uno como un conjugado de profarmaco de una porcion hidréfoba acoplada a
través de un enlazador a dicho agente terapéutico y encapsulando dichos
profarmacos de tamano adecuado al mezclar dichos profarmacos con un
copolimero de una porcion hidréfoba y una porcién hidréfila de una proporcién
adecuada y formado dichas nanoparticulas al mezclar dicha mezcla con una fase
acuosa, se obtienen composiciones de modo que una amplia variedad de agentes
terapéuticos se pueden suministrar a sujetos, en donde la dosis maxima tolerada se
aumenta y las concentraciones de plasma se mantienen a un nivel deseado por
largos periodos de tiempo.

[0014] Asi, en un aspecto, la invencidn esta dirigida a una composicién farmacéutica
que comprende nanoparticulas en donde dichas nanoparticulas tienen un diametro
promedio de menos de 80 nm, o preferiblemente 20-80 nm, o incluso mas de
preferiblemente 40-80 nm, y comprenden por lo menos dos agentes terapéuticos,
cada agente terapéutico acoplado a través de un enlazados a una porcién hidréfoba
para formar dicho profarmaco, dichas nanoparticulas también comprenden un

copolimero de una porcion hidréfoba y una porcién hidrofila en donde la proporcion



en peso de la porcidon hidréfoba a la porcidn hidréfila esta en el rango de 8:5a 12:5
y en donde la porcién hidréfoba tiene un peso molecular de 8 kD a 15 kD.

[0015] Los profarmacos se pueden encapsular en la misma nanoparticula, o en
nanoparticulas separadas. Una composicion simple se puede administrar como una
combinacién de dichos agentes bien sea encapsulada en la misma nanoparticula o
en nanoparticulas separadas o se pueden administrar composiciones separadas de
nanoparticulas que contienen cada uno de los profarmacos. Asi, como se usa aca,
una “composicion” incluye no sélo una composicion simple per se, sino también un
“conjunto” de composiciones en donde el conjunto suministra nanoparticulas que
comprenden los profarmacos de los agentes terapéuticos usados en combinacion.
Asi, el “conjunto” es simplemente una forma alterna para suministrar la combinacién
de agentes sin premezclar necesariamente las composiciones individuales cada
una incluyendo nanoparticulas que comprenden profdrmacos de un agente
terapéutico. Asi, una “composicién” incluye esta posibilidad de suministrar a un
sujeto la combinacién en formulaciones separadas sin mezclarlas antes de la
administracién. Cuando se suministra como un “conjunto” de composiciones, la
administraciéon puede ser simultanea o secuencial.

[0016] Las combinaciones de taxano con inhibidores de choque térmico o
combinaciones de inhibidores de varias trayectorias de quinasa son usadas como
ejemplos, pero las composiciones de la invencion pueden facilmente incluir
cualquier combinacidén deseada de agentes terapéuticos, y pueden incluir mas de
dos agentes terapéuticos.

[0017] En una modalidad ilustrativa, la invencién se relaciona con composiciones y
métodos para administrar cantidades efectivas y menos toxicas de combinaciones
de droga de taxano/HSP90i usando nanoparticulas que estan asociadas
establemente con al menos un taxano y un HSP9O0i. Estas composiciones permiten
que los dos 0 mas agentes se entreguen al sitio de enfermedad en una forma

coordinada, asegurando de esta forma que los agentes estan presentes en el sitio



de enfermedad en concentraciones terapéuticamente activas con el fin de mejorar
la eficacia. Este resultado se lograra bien sea que los agentes sean coencapsulados
en nanoparticula o vehiculos de entrega a base de micela, o se encapsulan cada
una de forma separada en nanoparticula o vehiculos de entrega a base de micela
administrada de modo que concentraciones terapéuticamente activas de cada una
se suministran en el sitio de la enfermedad. La farmacocinética (PK) de la
composicién se controla por medio de los vehiculos de entrega como tal de modo
que se logra la entrega coordinada (siempre y cuando el PK de los sistemas de
entrega sea comparable). En un aspecto, el taxano y HSP90i se forman como
conjugados de droga.

[0018] En este aspecto especifico, la invencion esta dirigida a un método para
entregar una cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco
de taxano/HSP90i a un objeto deseado al administrar las composiciones de la
invencion.

[0019] La invencion también esta dirigida a un método para reducir el perfil de efecto
segundario de una combinacion de droga taxano/HSP9Oi al administrar las
composiciones de la invencion. El “perfil de efecto secundario reducido” se puede
medir mediante una reduccién en efectos secundarios gastrointestinales, oculares
y/u otros efectos asociados con un taxano o productos de combinacion de droga de
taxano/HSP90i los cuales no estan asociados con nanoparticulas de la invencion.
Los efectos secundarios asociados con los cocteles de farmacos libres de
combinaciones de taxano/HSP90i o taxanos encapsulados en nanoparticula como
tal son conocidos por los expertos en la materia y un perfil de efecto segundario
mejorado usando formulaciones de la invencion son facilmente medidos. Asi, aca
se suministran composiciones mas seguras y/o0 menos téxicas que comprenden una
combinacién de droga taxano/HSP90i.

[0020] La invencién también esta dirigida a un método para reducir la resistencia a

farmaco al administrar las composiciones de combinacidén de droga taxano/HSP9O0i



de la invencién. Asi, aca se suministran composiciones que comprenden una
combinacién de droga taxano/HSP90i con resistencia a farmaco reducida.
Preferiblemente, dicha resistencia a farmaco es resistencia a farmaco especifica de
taxano.

[0021] La invencidon también esta dirigida a un método para entregar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacion de droga taxano/HSP9Oi al
administrar un HSP90i bien sea antes, concurrente o después de la entrega de un
taxano establemente asociado con un vehiculo de entrega. En aspectos preferidos,
el taxano y/o HSP90i cada uno se conjuga en una porcién hidréfoba.

[0022] En otro aspecto ilustrativo de la invencion, se divulgan composiciones y
métodos para administrar cantidades efectivas y menos téxicas de combinaciones
de inhibidores de la trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK (“ERK) y/o la trayectoria
PIBK/AKT/mTOR (“AKT) usando nanoparticulas que estan asociadas establemente
con al menos dos de estos inhibidores. Estas composiciones permiten que los dos
0 mas agentes sean entregados al sitio de la enfermedad en una forma coordinada,
asegurando de esta forma que los agentes estan presentes en el sitio de la
enfermedad a concentraciones terapéuticamente activas con el fin de mejorar la
eficacia. Este resultado se lograra bien sea que los agentes estén coencapsulados
en nanoparticula (incluyendo vehiculos de entrega a base de micela), o son
encapsulados cada uno de forma separada en nanoparticula o vehiculos de entrega
a base de micela administrados de modo que concentraciones terapéuticamente
activas de cada uno se suministran en el sitio de la enfermedad. La farmacocinética
(PK) de la composicidn se controla por los vehiculos de entrega como tal de modo
que se logra la entrega coordinada (siempre y cuando la PK de los sistemas de
entrega sea comparable). En un aspecto, los inhibidores ERK y/o AKT se formulan
como conjugados de droga.

[0023] En este aspecto ilustrativo, la invencion esta dirigida a un método para

entregar una cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco



inhibidor de ERK/AKT a un objetivo deseado al administrar las composiciones de la
invencion.

[0024] La invencion también esta dirigida a un método para reducir el perfil de efecto
secundario de una combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT al administrar las
composiciones de la invencion. El “perfil de efecto secundario reducido” se puede
medir mediante una reduccién en erupcién papulopustular, gastrointestinal, ocular
y/u otros efectos secundarios asociados con un producto de combinacién de
farmaco inhibidor de ERK/AKT el cual no esta asociado con nanoparticulas de la
invencién. Los efectos secundarios asociados con los cocteles de farmaco libre de
combinaciones de farmaco inhibidores de ERK/AKT o de cada inhibidor individual
son conocidos por los expertos en la materia y se puede medir facilmente un perfil
de efecto secundario mejorado usando las formulaciones de la invencién. Asi, aca
se suministran composiciones mas seguras y/o0 menos téxicas que comprenden una
combinacién de farmaco inhibidor de ERK/AKT.

[0025] La invencion también incluye un método para reducir la resistencia de droga
al administrar las composiciones de combinacién de farmaco inhibidor de ERK/AKT
de la invencién. Asi, aca se suministran composiciones que comprenden una
combinacién de farmaco inhibidor de ERK/AKT con resistencia a droga reducida.
[0026] La invencién también incluye un método para entregar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacion de farmaco inhibidor de ERK/AKT al
administrar un inhibidor de ERK bien sea antes, concurrente o después de la
entrega de un inhibidor de AKT establemente asociado con un vehiculo de entrega.
En aspectos preferidos, el inhibidor de ERK y/o inhibidor de AKT se conjugan cada
uno a una porcién hidréfoba.

[0027] En algunas modalidades, un agente terapéutico adicional es administrado
con las composiciones de la invencién.

[0028] Algunas de las combinaciones de la presente invencién son utiles para el

tratamiento de enfermedades proliferativas. Una enfermedad proliferativa es



principalmente una enfermedad de tumor (o cancer) (y/o cualquier metastasis). Las
combinaciones inventivas son particularmente Utiles para tratar un tumor el cual es

un tumor sélido.

Breve Descripcién de las Figuras

[0029] La figura 1 es un grafico de las concentraciones de plasma (medido como
porcentaje de dosis inyectada) de docetaxel libre (triAngulos invertidos), AUY922
libre (triAngulos) en comparacién con docetaxel encapsulada en nanoparticula
(circulos) y AUY encapsulada en nanoparticula (cuadrados) cuando se administra
in vivo.

[0030] La figura 2 es un grafico de la tolerabilidad relativa de docetaxel y AUY922
administrado como una combinacion de nanoparticula en comparacion con la dosis
maxima tolerada (MTD) de los farmacos libres administrados individualmente y en
combinacién.

[0031] La figura 3 es una gréfica de la eficacia de una combinacion de docetaxel y
AUY922 coencapsulada en nanoparticulas de la invencién y administrada a una
proporcién de 1:2 docetaxel:AUY922 p/p a una dosis de docetaxel de 10 mg
(cuadrados) o una dosis de docetaxel de 20 mg (triangulos) cuando se administra a
ratones que producen el modelo de tumor ST996 PDX la cual se caracteriza que es
resistente a taxano.

[0032] La figura 4 es un grafico de la eficacia de una combinacion de docetaxel y
AUY922 coencapsulada en nanoparticulas de la invencién en comparacion con la
combinacién de farmaco libre en su MTD cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT15 el cual se caracteriza por ser resistente a
taxano.

[0033] La figura 5A es un grafico de la eficacia de una combinacién de selumetinib
e ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invencion en comparacion con

la combinacién de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
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producen el modelo de tumor HCT116. El selumetinib se administra como una dosis
de 10 mg/kg en la combinacién de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg (triangulos
invertidos) o dosis de 100 mg/kg (diamantes) cuando se coencapsularon en
nanoparticulas de la invencién.

[0034] La figura 5B es un grafico de la eficacia de una combinacién de selumetinib
e ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invenciéon en comparacion con
la combinacién de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT116. El selumetinib se administra como una dosis
de 20 mg/kg en la combinacién de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg cuando
se encapsula. El Ipatasertib se administra a una dosis de 40 mg en la combinacion
de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg (triangulos invertidos) o dosis de 100
mg/kg (diamantes) cuando se coencapsularon en nanoparticulas de la invencion.
[0035] La figura 6 es un grafico de la eficacia de una combinacion de selumetinib e
ipatasertib coencapsulada en nanoparticulas de la invencion en comparacion con la
combinacién de farmaco libre (circulos) cuando se administra a ratones que
producen el modelo de tumor HCT-15. El selumetinib se administra como una dosis
de 20 mg/kg en la combinacién de farmaco libre y una dosis de 50 mg/kg cuando
se encapsula. El lpatasertib se administra a una dosis de 40 mg/kg en la
combinacion de farmaco libre y una dosis de 100 mg/kg cuando se coencapsula en

nanoparticulas de la invencion.

Modos de Llevar a Cabo la Invencion

[0036] El acercamiento preferido de entrega de farmaco aplicado acé fue combinar
dos conceptos bien conocidos, especificamente el uso de profarmacos y la
utilizacion de vehiculos de entrega micelar o de nanoparticula. El objetivo de la
mayoria de las tecnologias de profarmacos es tipicamente hacer que las drogas
hidréfobas sean mas hidrofilas para solubilidad aumentada en un ambiente acuoso.

Sin embargo, al hacerlas mas hidréfobas y consecuentemente mas compatibles con
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sistemas de entrega a base de polimero es posible ajustar las propiedades de dos
farmacos dispares de modo que sus tasas de liberaciéon efectiva coinciden. Los
portadores de nanoparticula de micelas o lipofilicos se pueden usar para mantener
estos profarmacos en ambiente acuoso dado que los farmacos individuales como
tal son de otra forma insolubles.

[0037] Los parametros que son mas probables que afectan la disponibilidad in vivo
de un farmaco cuando se optimiza el disefio de dichos sistemas, incluye: (1) la
eliminacién de plasma de la particula portadora; (2) la tasa de particién de la droga
fuera de la particula; y (3) la tasa de hidrolisis del profarmaco. En un sistema ideal
las particulas permanecen intactas con administracion [V, se despejan
relativamente de forma lenta del compartimiento de sangre central, y la hidrolisis de
profarmaco es relativamente rapida, preferiblemente a través de medios
enzimaticos en ligar de pH para evitar problemas de estabilidad en la formulacién.
El proceso de limitacion de tasa que afecta la disponibilidad de farmaco en las
composiciones de la presente invencion es la tasa de particion del profarmaco de la
particula al plasma. Una serie de profarmacos con base en docetaxel y AUY922 y
en selumetinib e ipatasertib fueron investigados con el fin de validar este
acercamiento general para lograr el control del comportamiento farmacocinético de
una combinacién de farmaco taxano/HSP90i, o un inhibidor de ERK/AKT, in vivo.
[0038] Se han hecho varios intentos para producir profarmacos de cancer lipofilicos
funcionales para mejorar el desempefno de los agentes antineoplasticos o para
abordar los problemas de formulaciones asociados con la droga. Estos incluyen
conjugados con fosfolipidos, colesterol, acidos grasos a-bromo, acido oleico,
fullereno y acido docosahexaenoico. Los profarmacos se han formulado en un
vehiculo de lipido, tal como liposomas, emulsiones de aceite o micelas. Algunos de
estos reportan eficacia mejorada reclamada sobre formas no-profarmaco en
modelos in vivo. Sin embargo, en la mayoria de los casos estos no suministran

ninguna informacién en eliminacién de plasma o presentan datos in vivo que cubren
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multiples dias después de la administracion que se enfoca en la fase de eliminacion
de la droga en lugar de la fase de distribucién. La informacion de eliminacién de
droga durante las primeras 24 horas después de la administracion es el periodo de
mayor interés significante desde una perspectiva de entrega de tumor debido a la
permeabilidad y retencion mejorada (EPR) y la eliminacidén disminuida por el sistema
reticuloendotelial (RES) como se observa con portadores de nanoparticulas. La
presente invencidon se basa en micelas o nanoparticulas dado que estos portadores
tienen la capacidad de suministrar vidas Utiles de circulacidén de plasma extendidas
y maxima capacidad de carga de droga. Adicionalmente, las micelas han mostrado
que se acumulan en tumores a altos niveles con relacién a otros tejidos.

[0039] Pasando, ahora, a las modalidades ejemplificadas aca como tipicas de
combinaciones de farmacos en general:

[0040] Taxanos, particularmente paclitaxel y docetaxel son ampliamente usados en
agentes quimioterapéuticos para tratar un rango de carcinomas. El material clinico
de paclitaxel es formulado en Cremophor® EL/etanol, y se diluye con regulador
antes de la administracién. Existen varios reportes en la literatura que describen
intentos para mejorar la formulacion de paclitaxel usando micelas, liposomas o
emulsiones. En casi todos los casos sin embargo es claro a partir de los datos
farmacocinéticos reportados que aunque estos portadores formulan paclitaxel,
estos no actuan como verdaderos vehiculos de entrega in vivo dado que la droga
se particiona rapidamente fuera del portador con una vida util en el orden de
minutos.

[0041] Los principios definidos anteriormente fueron aplicados para formular
conjugados de HSP90i para inclusibn en nanoparticulas, para terapia de
combinacién con taxano asi como para formular conjugados inhibidores de AKT y/o
ERK para terapias de combinacion. En una ilustracion, el desarrollo de una serie de
profarmacos de docetaxel y AUY922 y formulaciones asociadas micelares/de

nanoparticula se incluyen en la invencion. En otra modalidad ilustrativa, se describe
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el desarrollo de profarmacos de selumetinib e ipatasertib, por ejemplo, y
formulaciones asociadas micelares/de nanoparticula.

[0042] La invencion describe el disefio de vehiculos de entrega de particula con
vidas utiles de circulaciéon prolongadas donde la liberacién de ambos agentes se
modula al manipular la composicién del copolimero de nanoparticula y/o el grado
de hidrofobicidad de ancla de lipido y/o la labilidad de los reticuladores. La
farmacocinética de los profarmacos in vivo se muestra que depende altamente de
la naturaleza y el tamano de cada bloque del copolimero. De forma similar, la
eficacia de los profarmacos in vivo se muestra que depende de la naturaleza del
copolimero, el enlace y/o la tasa de particion relativa del ancla de lipido.

[0043] En particular, se ha encontrado que en un amplio rango de combinaciones
de agente terapéutico, las formulaciones son mas efectivas cuando el tamano de
las nanoparticulas es menor a 80 nm, o preferiblemente 20-80 nm, o incluso mas
preferiblemente 40-80 nm en diametro promedio y en donde las nanoparticulas se
forman al ensamblar en una particula un profarmaco en donde un agente
terapéutico se acopla a través de un enlazador a una porcion hidréfoba y un
copolimero que comprende una porcién hidréfoba y una porcién hidréfila en donde
la proporcion en peso de la porcidon hidrofoba a la porcion hidréfila esta en el rango
de 8:5 a 12:5, preferiblemente 10:5 (0 2:1) y en donde la porcion hidréfoba tiene un
peso molecular de 8 kD a 15 kD. Esto permite la particidn lista de las particulas de
los profarmacos en forma intacta donde con la liberacidén del agente terapéutico por
si solo cuando el profarmaco es liberado al flujo sanguineo es relativamente rapida.
[0044] Como se indicd anteriormente, dos ejemplos emplean profarmacos de un
taxano y HSP90i o profarmacos de inhibidores de AKT y ERK'y vehiculos de entrega
micelar o de nanoparticula para facilitar el control de farmacocinética. Al hacer estas
drogas mas hidréfobas y consecuentemente mas compatibles con sistemas de
entrega a base de polimero, se puede controlar la farmacocinética de las

composiciones de combinacion de droga. También es posible ajustar las
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propiedades de formulaciones que contienen agentes antineoplasticos adicionales
de modo que sus tasas de liberacion efectivas in vivo se coinciden con la de las dos
combinaciones de farmacos. Los portadores de nanoparticula de micelas o
lipofilicos se pueden usar para suspender estos profarmacos y otros agentes en un
ambiente acuoso.

[0045] Como se mostré anteriormente, las nanoparticulas de profarmaco de
circulacién larga suministran actividad terapéutica significativamente mejorada
sobre las combinaciones de farmacos sin encapsular en la dosis de tolerancia
maxima; estos tipos de formulaciones por lo tanto son ventajosas per se.

[0046] Asi, las composiciones farmacéuticas ejemplares son aquellas que
comprenden nanoparticulas o micelas de un profarmaco de un taxano o un
profarmaco de un HSP90i, o un profarmaco de un inhibidor de AKT o un profarmaco
de un inhibidor de ERK donde los profarmacos son conjugados de dichos agentes
cada uno acoplado a una porcion hidréfoba a través de un enlazador en donde
dichos profarmacos estan asociados con un lipido y/o un estabilizador anfifilico. En
algunas modalidades, no se requiere ningun lipido.

[0047] La invencion también incluye métodos para administrar las combinaciones
anteriores u otras combinaciones de droga usando las composiciones de la
invencién, para combinar las composiciones de la invencion con formulaciones de
agentes antineoplasticos adicionales y administrar estos y a métodos para preparar
estas composiciones y formulaciones.

[0048] Los vehiculos de entrega de nanopatrticula de la presente invencidén pueden
ser usados no sbélo en administracidn parenteral sino también en tdpica,
intraperitoneal, intramuscular, aerosol o entrega oral o por medio de la aplicacion
del vehiculo de entrega sobre o en un dispositivo implantable natural o sintético en
o cerca del sitio objetivo para propésitos terapéuticos o imagen médica o similares.
Preferiblemente, los vehiculos de entrega de nanoparticula de la invencidén se usan

en administracion parenteral, mas preferiblemente, administracion intravenosa.
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[0049] Las modalidades preferidas aca descritas no pretenden ser exhaustivas o
limitar el alcance de la invencién a las formas precisas divulgadas. Estas se han
seleccionado y descrito con fon de explicar mejor los principios de la invencién y sus
aplicaciones y el uso practico para permitir a los expertos en la materia entender

SUS ensenanzas.

Drogas llustrativas

Taxanos

[0050] Los taxanos son una clase de drogas anticancerigenas ampliamente
utilizadas. Estos son diterpenos que se producen naturalmente por plantas que
pertenecen al género Taxus (por ejemplo, Tejos). “Taxanos” como se usa aca
incluyen paclitaxel (Taxol™), docetaxel (Taxotere™), cabazitaxel y otros analogos
de taxano o derivados de los mismos. El Paclitaxel fue originalmente derivado del
arbol de Tejo y sus andlogos incluyen docetaxel y otros compuestos de estructura
similar. Taxol™ es una forma comercialmente disponible de paclitaxel formulado
con Cremophor™. Mas recientemente, otro Taxano, cabazitaxel, fue aprobado por
la FDA para tratar cancer de préstata refractario hormonal.

[0051] El paclitaxel es un agente quimioterapéutico ampliamente utilizado para el
tratamiento de un rango de carcinomas como se describidé anteriormente.

[0052] Docetaxel es un agente anticancerigeno antimitético clinicamente bien
establecido que funciona al interferir con la division celular. Es aprobado por la DFA
para el tratamiento de cancer de seno localmente avanzado o metastatico, cancer
de cabeza y cuello, cancer gastrico, cancer de prostata refractario hormonal y
cancer de pulmén de célula no pequenia. Docetaxel es aproximadamente dos veces
mas potente que paclitaxel (debido al efecto de docetaxel en el centrosoma del huso
mitético), sin embargo tiene eficacia similar al paclitaxel lo cual debe ser debido al
hecho que el docetaxel es propenso resistencia a droga celular por medio de un

numero de diferentes mecanismos.
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[0053] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de docetaxel para uso de la

invencidon se muestra a continuacion:

\ ' Docetaxel-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de HSP90

[0054] Los “agentes potenciadores” o “agentes potenciadores orientados
molecularmente” como se describen aca se refieren a compuestos que se orientan
a tumorigenesis, incluyendo modulacién de la actividad apoptética. Como se usa
aca, estos incluyen, pero no se limitan a inhibidores de proteina de choque térmico
(HSP). Los inhibidores de HSP de la invencion incluyen, pero no se limitan a,
inhibidores de HSP90, inhibidores de HSP70, inhibidores de HSP60, inhibidores de
HSP27, e inhibidores de HSP 10. Preferiblemente, se utilizan los inhibidores de
HSP90 (HSP9O0i).

[0055] Entre las proteinas de choque térmico el foco en HSP90 ha aumentado
debido a su participacibn en varios fendmenos celulares y trayectorias de
orientacion y mas importantemente en progresion de enfermedad. HSP90 es un
componente clave de un complejo multi-acompanante el cual esté involucrado en el
doblez posttranslacional de un gran numero de proteinas, varias de las cuales
juegan papeles esenciales en tumorigenesis. Esta regula la conformacion,
estabilidad, y funciéon de varias proteinas oncogénicas criticas que son esenciales

en mantener la transformacion maligna y en el aumento de la supervivencia,
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crecimiento, y potencial invasivo de las células cancerigenas. Los inhibidores de
HSP90 inducen la degradacién de estas proteinas.

[0056] La disponibilidad de drogas que pueden especificamente orientarse a HSP90
e inhibir su funcién, resultando en la reduccién de las proteinas cliente, ha hecho
del HSP90 un objetivo novedoso y excitante para terapia de cancer. Un niamero de
inhibidores de HSP90 se estan sometiendo actualmente a ensayos clinicos para
una variedad de canceres. Los inhibidores de HSP90 incluyen los productos
naturales geldanamicina y radicicol asi como los derivados sintéticos 17-N-
alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17AAG). AUY922 (o “NVP-AUY922”, también
conocido como luminespib) es una droga experimental candidata para el tratamiento
de cancer.

[0057] Varios de estos inhibidores de HSP90 son altamente toxicos por su cuenta.
Por ejemplo, geldanamicina es un inhibidor de HSP90 efectivo aunque no se puede
usar in vivo debido a su alta toxicidad y capacidad de dano hepatico. El derivado
semi-sintético 17AAG tiene de alguna manera toxicidad menor pero la mista
potencia que geldamicina y actualmente esta sometido a ensayos clinicos.

[0058] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de HSP90i para uso en la

invencion se muestra a continuacion:
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CHy AUY922-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de RAS/RAF/MEK/ERK

[0059] Un “inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK” o “inhibidor de MEK” o “inhibidor de
ERK” como se usa aca esta destinado a incluir cualquier inhibidor con actividad

moduladora en cualquier punto a lo largo de la trayectoria RAS/RAF/MEK/ERK.
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Dichos inhibidores incluyen, por ejemplo, selumetinib, GSK1120212, TAK-733,
REDA119, U0126, PD 98059 y D-87503. Varios de estos inhibidores, tal como PD
98059, sin inhibidores altamente selectivos de MEK-1 y/o MEK-2. Ciertos
inhibidores actuan a través de inhibicidbn alostérica, algunos son inhibidores
competitivos de no ATP, y algunos son inhibidores reversibles mientras que otros
no lo son.

[0060] ElI selumetinib, también conocido como AZD6244, es un agente
anticancerigeno clinicamente bien establecido que funcional al inhibir la quinasa de
proteina activada de mitégeno (quinasas MEK o MAPK/ERK) 1y 2.

[0061] Una modalidad ejemplificada de un profarmaco de selumetinib para uso de
la invencion es un profarmaco de selumetinib-colesterol enlazado a través de un

enlace de glicolato o succinato tal como se ve a continuacion:

Br

AZD6244-Diglicolato-Colesterol

Inhibidores de PI3K/AKT/mTOR

[0062] Un “inhibidor PISK/AKT/mTOR” o “inhibidor AKT” como se usa aca esta
destinado a incluir cualquier inhibidor con actividad moduladora en cualquier punto
a lo largo de la trayectoria PISBK/AKT/mTOR. Dichos inhibidores incluyen, por
ejemplo, ipatasertib, wortmannin, GCK690693, perifosina, y SC79.

[0063] Algunos inhibidores, tal como wortmannin el cual es un metabolito esteroide,
actua por inhibicion covalente de PI3K. Otros, tal como ipatasertiv, enfocan AKT.
Similar a lo anterior, algunos actuan a través de inhibicion competitiva de ATP

mientras que otros son inhibidores no ATP.
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[0064] Modalidades ejemplificadas de profarmacos inhibidores de PISK/AKT/mTOR
para uso de la invencion con un profarmaco de ipatasertib-colesterol enlazado a

través de un enlace de glicolato o succinato tal como se ve a continuacion:
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HaC Ipatasertib-Diglicolato-Colesterol

Preparacion de Vehiculos de Entrega de Nanoparticula para Combinaciones

de Profarmaco

[0065] Los vehiculos de entrega pueden incluir nanoparticulas de polimero,
microparticulas de polimero, micelas de copolimero de bloque, sistemas hibridos de
polimero-lipido, polimeros de cadena simple derivada, micelas de lipido, micelas de
lipoproteina, emulsiones estabilizadas de lipido, ciclodextrinas, y similares.

[0066] Las nanoparticulas y microparticulas pueden comprender un nucleo
concentrado de droga que esta rodeado por un recubrimiento polimérico
(nanocéapsulas) o como un sélido o un liquido disperso a lo largo de una matriz de
polimero (nanoesferas). Métodos generales de preparacion de nanoparticulas y
microparticulas se describen por Soppimath, y otros (J. Liberacion de Control (2001)
70:1-20) cuyo contenido se incorpora aca. Otros vehiculos de entrega polimérica
que se pueden usar incluyen micelas de copolimero de bloque que comprenden una
droga que contiene un nucleo hidrofobo rodeado por una capa hidrofila; estos
generalmente son utilizados como portadores para drogas hidréfobas y se pueden
preparar como se encuentra en Allen, y otros, Coloides y Superficies B:
Biointerfaces (1999) 16:3-27. Los sistemas hibridos de polimero-lipido consisten de

una nanoparticula de polimero rodeada por una monocapa de lipido. La particula
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de polimero sirve como un espacio de carga para la incorporacion de drogas
hidréfobas mientras que la monocapa de lipido suministra una interferencia
estabilizante entre el ndcleo hidréfono y el ambiente acuoso externo. Los polimeros
tal como policaprolactona y poli(d,1-lactida) se pueden usar mientras que la
monocapa de lipido esta tipicamente compuesta de una mezcla de lipido. Los
métodos adecuados de preparacion son similares a los referenciados anteriormente
para nanoparticulas de polimero. Los polimeros de cadena simple derivada son
polimeros adaptados para enlace covalente de un agente biol6gicamente activo
para formar un conjugado de polimero-droga. Numerosos polimeros se han
propuesto para sintesis de conjugados de polimero-droga que incluyen
poliaminoacidos, polisacaridos tal como dextrina o dextrano, y polimeros sintéticos
tal como copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA). Métodos
adecuados de preparacién se detallan en Veronese y Morpurgo, IL Farmaco (1999)
54:497-516 y se incorporan aca por referencia.

[0067] Las micelas son particulas de auto-ensamblaje compuestas de lipidos
anfipaticos o componentes poliméricos que son utilizados para la entrega de
agentes escasamente solubles presentes en el nucleo hidréfobo. Varios medios
para la preparacién de vehiculos de entrega micelar se pueden preparar como se
describe en Perkins, y otros, Int. J. Pharm. (2000) 200:27-39 (incorporada aca por
referencia). Las micelas de lipoproteina se pueden preparar a partir de lipoproteinas
naturales o artificiales que incluyen lipoproteinas de baja y alta densidad vy
quilomicrones. Las emulsiones estabilizadas en lipido son micelas preparadas de
modo que comprenden un nucleo lleno de aceite estabilizado por un componente
emulsionante tal como una monocapa o bicapa de lipidos. El nucleo puede
comprender esteres de acido graso tal como triacilglicerol (aceite de maiz). La
monocapa o bicapa puede comprender un conjugado lipido de polimero hidréfilo tal
como DSPE-PEG. Estos vehiculos de entrega se pueden preparar por

homogenizacidn del aceite en la presencia del conjugado de lipido de polimero. Los
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agentes que se incorporan en emulsiones estabilizadas en lipido son generalmente
pobremente solubles en agua. Los analogos de polimero adecuados que presentan
propiedades similares a las lipoproteinas tal como micelas de esteres de acido
estearico u poli(éxido de etileno) bloque-poli(hidroxietil-L-aspartamida) y poli(éxido
de etileno)-bloque-poli(hidroxihexil-L-aspartamida) también se pueden usar en la
practica de esta invencién (Lavasanifar, y otros, J. Biomed. Mater. Res. (2000)
52:831-835).

[0068] En aspectos preferidos de la invencién, las nanoparticulas son de auto-
ensamblaje. En algunas modalidades, las nanoparticulas son auto-estabilizantes en
que no requieren la presencia de un estabilizante adicional.

[0069] Los vehiculos de entrega asi se suministra de modo que se logra la entrega
consistente de concentraciones terapéuticas de las anteriores combinaciones. Asi,
las concentraciones de plasma de cada agente se pueden mantener por simple
coencapsulacion de los agentes en los vehiculos que comprenden la composicion
o los agentes que se pueden encapsular en vehiculos separados si los vehiculos
controlan la farmacocinética de la composicion para mantener las concentraciones

de droga de plasma en la misma forma.

Entrega de Profarmaco

[0070] La invencion suministra composiciones que muestran caracteristicas
mejoradas de entrega para una combinacion de agente terapéutico en donde dichos
agentes terapéuticos se formulan como profarmacos. Los profarmacos de la
invencion estan hechos al conjugar la droga en una porcién hidrofoba. Debido a que
la farmacocinética de la formulacion se puede controlar al manipular la naturaleza
de la porcion hidréfoba, asi como manipulando los componentes de las micelas o
nanoparticulas, particularmente el copolimero, se pueden lograr las caracteristicas
deseadas de la entrega de farmacos. Por ejemplo, la farmacocinética del

profarmaco de taxano se puede hacer para coincidir con la farmacocinética del
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profarmaco HSP90i y/o formulaciones que contienen otros agentes
antineoplasticos, ofreciendo la oportunidad de un sistema mejorado de entrega de
droga coordinada por lo cual la concentracién del HSP90i y el taxano entregado a
un tumor permanece sustancialmente al que es administrado. Por lo tanto, una
proporcion sinérgica del taxano:HSP90i, determinado in vitro, se puede mantener
dentro de un factor de 1.5 o 2 usando la formulacién mejorada de profarmaco de
taxano en combinacién con una formulacion compatible del HSP90i. Resultados
similares se obtienen para combinaciones de inhibidores de AKT e inhibidores de
MEK usando los mismos métodos y composiciones. Estas formulaciones son utiles
en el tratamiento de cancer u otras indicaciones hiperproliferativas. El
mantenimiento de las concentraciones de agente terapéutico se puede medir
facilmente al determinar los niveles de los agentes en la sangre o plasma con el
tiempo. Las composiciones coordinadas mantendran las concentraciones
administradas como se miden en la sangre o el plasma dentro de los limites
anteriores por al menos 1 hora o 4 horas o incluso 24 horas.

[0071] Un lipido también se puede asociar con los profarmacos en las
composiciones de nanoparticula de la invencion. Dichos lipidos son tipicamente un
fosfolipido, tal como fosfatidilcolina de distearolil, fosfatidilcolina de dipalmitoil,
fosfocolina de dimiristoil, y los correspondientes etanoles de fosfatidil, inositoles de
fisfatidil, gliceroles de fosfatidil, y similares. Las cadenas de acidos grasos también
pueden ser no saturadas e incluir, por ejemplo, acidos oleicos y linoleicos. Los
acidos grasos no necesitan ser idénticos. Adicionalmente, la porcidon de lipido puede
ser un esfingosina tal como esfingomielina o como tal un éster de tocoferol tal como

succinato de vitamina E o adipato de vitamina E.

Profarmacos y Porciones Hidrofobas

[0072] La porcién hidrofoba para uso en la generacion de profarmacos de la

invencion puede incluir polimeros o productos naturales. Ejemplos de porciones

23



poliméricas hidroéfobas incluyen pero no se limitan a polimeros de los siguientes:
acrilatos incluyendo acrilato de metilo, acrilato de etilo, acrilato de propilo, acrilato
de n-butilo (BA), acrilato de isobutilo, acrilato de 2-etilo, y acrilato de t-butilo;
metacrilatos incluyendo metacrilato de etilo, metacrilato de n-butilo, y metacrilato de
isobutilo; acrilonitrilos; metacrilonitrilo; vinilos incluyendo acetato de vinilo,
vinilversatato, vinilpropionato, vinilformamida, vinilacetamida, nivilpiridinas, vy
vinilimidazol; aminoalquilos incluyendo aminoalquilacrilatos,
aminoalquilmetacrilatos, y aminoalquil(met)acrilamidas; estirenos; ftalato de acetato
de celulosa, succinato de acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilceulosa, y
polimeros  poli(D,L lactido), poli(D,L-lactido-co-glicélido),  poli(glicélido),
poli(hidroxibutirato), poli(alquilcarbonato) y poli(ortoesteres), poliésteres, poli(acido
hidroxivalérico), polidioxanona, poli(tereftalato de etileno), poli(acido malico),
poli(acido tartrénico), polianhidros, polifosfazenos, poli(aminoacidos) y sus

copolimeros (ver generalmente, lllum, D., Davids, S.S. (eds.) Polimeros en Entrega

Controlada de Droga, Wright, Bristol, 1987; Arshady, J. Control. Liberacion (1986)

4:155-180); polimeros a base de péptido hidréfobo y copolimeros basados en
poli(acidos L-amino) (Lavasanifar, A., y otros, Adv. Droga Entrega Rev. (2002)
54:169-190), copolimeros de poli(acetato de etileno-vinilo) (“EVA”), caucho de
silicona, polietileno, polipropileno, polidienos (polibutadieno, poliisopreno y formas
hidrogenadas de estos polimeros), copolimeros de anhidro maleico de vinil-metileter
y otros éteres de vinilo, poliamidas (nylon 6,6), poliuretano, poli(uretanos de éster),
poli(uretanos de éter), poli(éster-urea). Los hidrofobos poliméricos particularmente
preferidos incluyen poli(acetato de etilenvinilo), oligomeros y polimeros de poli(acido
D,L-lactico), oligomeros y polimeros de poli(acido L-lactico), poli(acido glicélico),
copolimeros de acido lactico y acido glicélico, poli(caprolactona) poli(valerolactona),
polianhidros, copolimeros de poli(caprolactona) o poli (acido lactico). Para
aplicaciones no bioldégicamente relacionadas los portadores poliméricos

particularmente preferidos incluyen poliestireno, poliacrilatos, y butadienos. Los
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polimeros deben contener uno o mas grupos funcionales los cuales se pueden
incorporar en el polimero por derivacion o pueden ser inherentes en la quimica del
polimero. Los polimeros como porciones hidréfobas deben tener pesos moleculares
entre 800 y 200.000. El rango preferido es 1.000 a 10.000 para polimeros con sitios
funcionales mono o divalentes. Para polimeros con una multiplicidad de sitios
funcionales para derivacién, el peso molecular preferido del polimero por droga
conjugada es 1.000 a 10.000.

[0073] Los productos naturales con grupos funcionales o grupos que se pueden
convertir en grupos funcionales para conjugacién incluyen: vitaminas hidréfobas
(por ejemplo vitamina E, vitaminas Ky A), carotenoides y retinoles (por ejemplo beta
caroteno, astaxantina, trans y cis retinal, acido retinoico, acido félico, dihidrofolato,
acetato de retinilo, palmitato de retinilo), colecalciferol, calcitriol,
hidroxicolecalciferol, ergocalciferol, a-tocoferol, acetato de a-tocoferol, nicotinato de
a-tocoferol, y estradiol. Los productos naturales preferidos son colesterol o cadenas
de carbono C22 los cuales se pueden obtener facilmente.

[0074] Dependiendo de la naturaleza de la porcion hidrofoba, ésta puede ser capaz
de acomodar mas de una, incluyendo sustancialmente mas de una droga a través
de una multiplicidad de sitios de enlace. Las porciones poliméricas pueden tener
tanto como 100 sitios por los cuales las drogas se pueden enlazar. Las porciones
hidrofobas mas simples, tal como vitamina E, pueden suministrar sélo uno de dichos
sitios. Asi, el numero de drogas acopladas a una porcion hidréfoba simple puede
ser s6lo 1, o puede ser 2, 5, 10, 25, 100 y mas, y todos los enteros entre éstos. Por
ejemplo, los polimeros definidos anteriormente pueden suministrarse facilmente con
una multiplicidad de grupos funcionales para acoplarse a la droga. Las porciones
hidréfobas difuncionales incluirian las cadenas de polimero hidréfobas enunciadas
anteriormente que tienen dos grupos terminales OH, COOH, o NH». Las porciones
hidréfobas multifuncionales incluyen todas las enunciadas anteriormente que tienen

multiples grupos OH, COOH, o NH:2 en algunas o todas las unidades de monomero
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en el nucleo del polimero. Estos grupos funcionales son simplemente ilustrativos;
otras porciones que pueden formar grupos funcionales para enlace incluyen
sustituyentes de fenilo, grupos halo, y similares. Tipicamente, cuando la porcion
hidréfoba es un polimero hidréfobo, este puede tener mdltiples sitios para union.
Cuando la porcion hidré6foba es una molécula relativamente pequena, esta
acomodara unicamente el niumero de enlazadores para el cual tiene disponible

grupos funcionales.

Copolimeros Estabilizadores Anfifilicos

[0075] El “estabilizador anfifilico” para uso en la invencion es preferiblemente un
compuesto polimérico que comprende una porcién hidréfila y una porcién hidréfoba.
Mas preferiblemente, es un copolimero de un bloque hidréfilo acoplado con un
bloque hidréfobo. “Hidrofobo” se define como esta anteriormente. “Hidroéfilo” en el
contexto de la presente invencion se refiere a porciones que tienen una solubilidad
en solucién acuosa (es decir, una solucién fisiolégica como se definié anteriormente)
de por lo menos 1.0 mg/ml. Asi, en el estabilizador anfifilico, la region hidréfoba, si
se toma sola, exhibiria una solubilidad en medio acuoso de menos de 0.05 mg/ml y
la region hidréfila, si se toma sola, exhibiria una solubilidad en medio acuoso de méas
de 1 mg/ml. Los ejemplos incluyen copolimeros de polietilenglicol con acido
polilactico o poli(acido lactico-co-glicélico) o poliestireno. Los polimeros hidréfobos
tipicos incluyen poliestireno y derivados hidréfobos de polimetacrilatos asi como
derivados de polivinilo. Los componentes hidrofilos tipicos incluyen polietilenglicol y
derivados hidrofilos de polimeros hidrofobos, asi como dextrano y derivados de
dextrano y acido poliamino. La lista esta destinada a ser ejemplar y no exhaustiva.
Las nanoparticulas formadas por el proceso de esta invencién se pueden formar
con copolimeros anfifilicos de injerto, bloque o aleatorios. Estos copolimeros

pueden tener un peso molecular entre 500 g/mol y 50.000 g/mol o mas, o entre
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aproximadamente 3.000 g/mol y aproximadamente 25.000 g/mol, o por lo menos
2.000 g/mol.

[0076] Ejemplos de bloques hidréfobos adecuados en un estabilizador anfifilico
incluyen pero no se limitan a los siguientes: acrilatos que incluyen acrilato de metilo,
acrilato de etilo, acrilato de propilo, acrilato de n-butilo (BA), acrilato de isobutilo,
acrilato de 2-etilo, y acrilato de t-butilo; metacrilatos que incluyen metacrilato de etilo,
metacrilato de n-butilo, y metacrilato de isobutilo; acrilonitrilos; metacrilonitrilo;
vinilos que incluyen acetato de vinilo, vinilversatato, vinilpropionato, vinilformamida,
vinilacetamida, vinilpiridina, y vinilimidazol; aminoalquilos incluyendo
aminoalquilacrilatos, aminoalquilmetacrilatos, y aminoalquil(met)acrilamidas;
estirenos; ftalato de acetato de celulosa, succinato de acetato de celulosa, ftalato
de hidroxipropilmetilcelulosa, poli(D,L lactido), poli(D,L-lactido-co-glicélido),
poli(glicélido), poli(hidroxibutirato), poli(alquilcarbonato) y poli(ortoesteres),
poliésteres, poli(acido hidroxivalérico), polidioxanona, poli(tereftalato de etileno),
poli(acido  malico), poli(acido tartrénico), polianhidros, polifosfazenos,

poli(aminoacidos) y sus copolimeros (ver generalmente, lllum, D., Davids, S.S.

(eds.) Polimeros en Entrega Controlada de Droga, Wright, Bristol, 1987; Arshady, J.
Control. Liberacion (1986) 4:155-180); polimeros a base de péptido hidrofobo y
copolimeros basados en poli(acidos L-amino) (Lavasanifar, A., y otros, Adv. Droga
Entrega Rev. (2002) 54:169-190), copolimeros de poli(acetato de etileno-vinilo)
(EVA), caucho de silicona, polietileno, polipropileno, polidienos (polibutadieno,
poliisopreno y formas hidrogenadas de estos polimeros), copolimeros de anhidro
maleico de vinil-metileter y otros éteres de vinilo, poliamidas (nylon 6,6), poliuretano,
poli(uretanos de éster), poli(uretanos de éter), poli(éster-urea). Los bloques
poliméricos particularmente preferidos incluyen poli(acetato de etilenvinilo),
oligomeros y polimeros de poli(acido D,L-lactico), oligomeros y polimeros de
poli(acido L-lactico), poli(acido glicdlico), copolimeros de acido lactico y acido

glicdlico, poli(caprolactona), poli(valerolactona), polianhidros, o poli (acido lactico).
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[0077] Ejemplos de bloques hidréfilos adecuados en un estabilizador anfifilico
incluyen pero no se limitan a los siguientes: alcohol de polivinilo, &cidos carboxilicos
incluyendo &cido acrilico, acido metacrilico, acido itacénico, y acido maleico;
poliexietilenos u 6xido de polietileno; poliacrilamidas y copolimeros de las mismas
con dimetilaminoetiimetacrilato, cloruro de dialildimetilamonio, cloruro de
vinilbenziltrimetilamonio, acido acrilico, acido metacrilico, acido sulfénico 2-
acrilamido-2-metilpropano y sulfonato de estireno, polivinilpirrolidona, almidones y
derivados de almidén, dextrano y derivados de extrano; polipéptidos, tal como
polilisinas, poliargininas, acidos poliglutamicos; acidos polihialurénicos, é&cidos
alginicos, polilactidos, polietileniminas, poliionenas, &cidos poliacrilicos, y
poliiminocarboxilados, gelatina, y acidos mono o dicarboxilicos etilénicos
insaturados. Los estabilizadores de polimero tal como alcohol de polivinilo también
pueden ser usados por su cuenta.

[0078] Preferiblemente, los bloques son repeticiones de dibloque o tribloque.
Preferiblemente, los copolimeros de bloque parta esta invencién incluyen bloques
de poliestireno, polietileno, acrilato de polibutilo, metacrilato de polibutilo, acido
polilactico, mezclas de “pacido lactivo y glicélico, policaprolactona, acido poliacrilico,
polioxietileno y poliacrilamida. Una lista de polimeros hidréfilos adecuados se puede

encontrar en Manual de Gomas y Resinas Solubles en Aqua, R. Davidson, McGraw-

Hill (1980).

[0079] En copolimeros de injerto, la longitud de una porcion injertada puede variar.
Preferiblemente, los segmentos injertados son cadenas de alquilo de 12 a 32
carbonos o equivalente a 6 a 16 unidades de etileno en longitud. Adicionalmente, el
injerto del ndcleo de polimero puede ser util para mejorar la solvatacion o
propiedades de estabilizaciéon de nanoparticula. Un grupo butilo injertado en el
nucleo hidrofobo de un copolimero de dibloque de un polietileno o polietilenglicol
debe aumentar la solubilidad del bloque de polietileno. Las porciones quimicas

adecuadas injertadas a la unidad de bloque del copolimero comprenden cadenas
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de alquilo que contienen especies tal como amidas, imidas, fenilo, carboxi, aldehido
o grupos alcohol. Un ejemplo de un estabilizador comercialmente disponible es el
de la familia Hypermer comercializado por Unigema Co. El estabilizador anfifilico
también puede ser de la familia de gelatina tal como las gelatinas derivadas de
colageno animal o de pez.

[0080] En algunas modalidades de la invencién, el copolimero es un acido polilactico
(PLA)-PEG, poliestireno (PS)-PEG o copolimero de poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA)-PEG. En algunas modalidades, el copolimero comprende PLA. Las
nanoparticulas que contienen PLA pueden tener una vida util mas larga. En otras
modalidades, el copolimero es un copolimero PLGA-PEG en donde el componente
PLGA es 10.000-15.000 Dalton. El copolimero en algunas modalidades es un
copolimero PLGA-PEG en donde el componente PLGA es 10.000-15.000 Dalton y
el componente PEG es aproximadamente 5.000 o menos Dalton. En algunas
modalidades, el PLA, PS o PLGA tiene un peso molecular de 8.000 — 14.000 Dalton.
En ciertas modalidades de la invencién, la proporcién de componente hidréfobo a
hidréfilo del copolimero dictara el tamano promedio de las nanoparticulas. Cuando
se usa PEG, hay por lo menos aproximadamente una proporcién de 2:1 peso:peso
de componente hidréfobo:PEG, es decir, en el rango de 8.5.12.5. Preferiblemente,
el tamano promedio de las nanoparticulas es menor a 80 nm, por ejemplo, 40 a 80
nm. Mas preferiblemente, el tamafio promedio de las nanoparticulas es menor a 75
nm. En algunos casos, el tamano promedio de las nanoparticulas es de
aproximadamente 20 a 80 nm, aproximadamente 20 a 75 nm o aproximadamente
50 a 75 nm. En algunas modalidades, la proporcion de profarmaco de
taxano:profarmaco HSP90i:copolimero es 1:1:4 a 1:1:16, o 1:1:4 a 1:1:12 y la
proporcion de profarmaco inhibidor de AKT:profarmaco inhibidor de
ERK:copolimeroes 1:1:4a1:1:16,0 1:1:4 a 1:1:12.

[0081] Cuando se hacen las nanoparticulas de la invencion, es critico asegurar que

el profarmaco se disuelve adecuadamente en solvente antes de mezclar. En ciertas
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modalidades, la naturaleza del solvente alterara el tamafo promedio de las
nanoparticulas. Para copolimeros con PLGA, acetonitrilo es el solvente preferido.
Para copolimeros con PLA, dimetilformamida (DMF) es el solvente preferido. En
algunas modalidades, la temperatura de fabricacion de nanoparticulas de la
invencion no altera el tamano promedio de las nanoparticulas. En algunas
modalidades, las nanoparticulas de la invencién son estables a 4°C, -20°C y tan
bajo como -80°C. En algunas modalidades, las nanoparticulas de la invencion
mantienen su tamaro promedio y la carga de farmaco (medido como un cambio de
tamano de particula de menos de 10 nm con mas de 90% de carga de farmaco

retenida) después de por lo menos una ronda de congelacién/descongelacion.

Administracion de Composiciones de la Invencién In Vivo

[0082] Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar en
animales de sangre caliente, incluyendo humanos, asi como especies domesticas
y/o aviares. Adicional a las composiciones farmacéuticas, las formulaciones
adecuadas para uso veterinario se pueden preparar y administrar en una forma
adecuada al sujeto. Los sujetos veterinarios preferidos incluyen especies
mamiferas, por ejemplo, primates no humanos, perros, gatos, ganado, caballos,
ovejas, y ave domesticada. Los sujetos pueden también incluir animales de
laboratorio, por ejemplo, en particular, ratas, conejos, ratones, y conejillos de indias,
para el tratamiento de dolencias en humanos, un médico calificado determinara
coémo se deben utilizar las composiciones de la presente invencidn con respecto a
la dosis, horario y ruta de administracién usando protocolos establecidos. Dichas
aplicaciones pueden también utilizar escalada de dosis si los agentes encapsulados
en las composiciones de vehiculo de entrega de la presente invencion exhiben
toxicidad reducida a tejidos sanos del sujeto.

[0083] Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién

se administran parenteralmente, es decir, intraarterialmente, intravenosamente,
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intraperitonealmente, subcutaneamente, 0 intramuscularmente. Mas
preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran intravenosamente
o intraperitonealmente mediante una inyeccion en bolo. Por ejemplo, ver Rahman,
y otros, patente No. US 3.993.754; Sears, patente No. US 4.145.410;
Papahadjopoulos, y otros, patente No. US 4.235.871; Schneider, patente No. US
4.224.179; Lenk, y otros, patente No. US 4.522.803; y Fountain, y otros, patente No.
US 4.588.578, incorporadas por referencia.

[0084] En otros métodos, las preparaciones farmacéuticas o cosméticas de la
presente invencion se pueden poner en contacto con el tejido objetivo por aplicacion
directa de la preparacién al tejido. La aplicacion se puede hacer por procedimientos
tépicos “abiertos” o “cerrados”. Por “tdpico”, se entiende la aplicacion directa de la
preparaciéon multi-droga a un tejido expuesto al ambiente, tal como la piel,
orofaringe, canal auditivo externo, y similares. Procedimientos “abiertos” son
aquellos procedimientos que incluyen la incisién de la piel de un paciente y
directamente visualizar el tejido subyacente al cual se aplican las preparaciones
farmacéuticas. Esto generalmente se logra por un procedimiento quirurgico, tal
como una traqueotomia para acceder a los pulmones, laparotomia abdominal para
acceder la viscera abdominal, u otro acercamiento quirtrgico directo al tejido
objetivo. Procedimientos “cerrados” son procedimientos invasivos en los cuales los
tejidos objetivos internos no se visualizan directamente, pero se acceden al insertar
instrumentos a través de pequenas heridas en la piel. Por ejemplo, las
preparaciones se pueden administrar al peritoneo por lavado de aguja.
Alternativamente, las preparaciones se pueden administrar a través de dispositivos
endoscépicos.

[0085] Las composiciones farmacéuticas que comprenden vehiculos de entrega de
la invencion se preparan de acuerdo con técnicas estandar y pueden comprender
agua, agua regulada, 0.9% salina, 0.3% glicina, 5% dextrosa y similares, incluyendo

glicoproteinas para estabilidad mejorada, tal como albumina, lipoproteina, globulina,

31



y similares. Estas composiciones se pueden esterilizar por técnicas de esterilizacidén
convencionales, bien conocidas. Las soluciones acuosas resultantes se pueden
empacar para uso o filtrar bajo condicion asépticas y liofilizar, la preparacion
liofilizada se combina con una solucidén acuosa estéril antes de la administracion.
Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables como se requiera para aproximar las condiciones fisiol6gicas, tal como
ajuste de pH y agentes reguladores, agentes ajustadores de tonicidad, y similares,
por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, y similares.

[0086] La concentracion de los vehiculos de entrega en las formulaciones
farmacéuticas puede variar ampliamente, tal como desde menos de
aproximadamente 0.05%, usualmente en o al menos aproximadamente 2-5% hasta
tanto como 10 a 30% en peso y se seleccionara principalmente por volumenes de
fluido, viscosidades, y similares, de acuerdo con el modo particular de
administraciéon seleccionado. Por ejemplo, la concentracién se puede aumentar
para reducir la carga de fluido asociado con el tratamiento. Alternativamente, los
vehiculos de entrega compuestos de lipidos irritantes se pueden diluir a
concentraciones bajas para bajar la inflamacion en el sitio de administracion. Para
diagnéstico, la cantidad de vehiculos de entrega administrados dependera de la
etiqueta particular utilizada, el estado de la enfermedad que se diagnostica y el juicio

del médico.

EJEMPLOS

[0087] Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la

invencion.

Ejemplo 1
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Sintesis de Profarmaco para Combinaciones de Nanoparticula Inhibidoras de

Taxano/HSP90

Sintesis de Profarmacos

[0088] Derivados de docetaxel se prepararon de forma selectiva mediante la
explotacién de la diferencia en las velocidades de reaccion entre los grupos hidroxilo
docetaxel. Bajo las condiciones de reaccién utilizadas aqui, la mayoria de docetaxel
fue consumido antes de que se generaran niveles significativos del producto de
diacilo, como se monitorizdé por TLC. La cromatografia en columna se utilizé para
eliminar docetaxel sin reaccionar, el producto de diacilo y otras impurezas en la
mezcla de reaccién en bruto. La pureza y la identidad de los productos finales se
confirmaron por HPLC y andlisis nmR, respectivamente.

[0089] Para la sintesis de los conjugados de docetaxel, docetaxel (1 equivalente),
un acido de lipido (2 equivalentes) y 4-N, N-dimetilaminopiridina (3 equivalentes) se
disolvieron en cloroformo libre de alcohol. Después, se anadi6
diisopropilcarbodiimida (1,3 equiv.) y la solucién se agitd a temperatura ambiente.
La reaccién se control6 por TLC hasta que la mayoria del docetaxel se habia
consumido (tipicamente 2-4 horas). Después, la mezcla de reaccién se lavd con
acido clorhidrico diluido y se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. Tras la
eliminacién del disolvente, el producto bruto se pasé por una columna de gel de
silice usando un gradiente de metanol/cloruro de metileno. El profarmaco purificado
era liofilizado a partir de benceno y se almacena a temperatura ambiente.

[0090] Para la sintesis del conjugado AUY922: ver el siguiente esquema para
AUY922-colesterol:

Esquema 1:
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[0091] Etapa 1: Sintesis de acido colesterol-diglicélico: anhidrido diglicélico (10,20
g, 87,88 mmol) se anadié en pequenas porciones durante un periodo de 15 minutos
a una solucién agitada y clara de colesterol (1,20.0 g, 51,70 mmol) en piridina (100
ml) a temperatura ambiente bajo atmésfera de nitrégeno. La solucién de color
amarillo palido resultante se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. La
reaccion se controld6 por TLC usando 5% de metanol en diclorometano como
eluyente y se sec6 por pulverizacion con una solucion de tincién de p-anisaldehido.
Después del consumo completo de colesterol, la mezcla se concentrd6 en un
evaporador rotatorio bajo vacio a 30°C para separar por destilacion la mayor parte
de la piridina y el jarabe resultante se vertié sobre agua fria (500 ml) con agitacion
rigurosa. El contenido se agité durante 10 minutos para apagar y solubilizar el
exceso de anhidrido diglicolico. El sélido separado se recogio por filtracion en vacio.
A continuacion, se suspendidé en una solucién de HCI acuoso al 10% y se agitd
rigurosamente durante 10 minutos con sonicacion ocasional. Se filtré y se lavo con
agua fria a un pH neutro y se secd en un horno de vacio a 30°C durante 6 horas
para obtener polvo de flujo libre. A continuacion, se disolvié en diclorometano (15

ml) y se puso en una columna de gel de silice (1500 g). Se eluyd con un gradiente
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de 1-3% de metanol en diclorometano y se recogieron y concentraron las fracciones
que contenian el producto. El sélido resultante se co-evapor6 con diclorometano
(3x10 ml) y se sec6 a alto vacio durante la noche para obtener &cido colesterol-
diglicdlico (22,8 g) como un polvo blanco con un rendimiento del 87%. H nmR (400
MHz, CDCls): & 5,46-5,40 (m, 1H), 4,83-4,72 (m, 1H), 4,28 (s, 2H), 4,25 (s, 2H),
2,43-2,35 (m, 2H) , 2,08-1,96 (m, 2H), 1,95-1,80 (m, 4H), 1,70-1,45 (m, 6H), 1,45-
1,25 (m, 4H), 1.25 a 1.10 (m, 6H), 1,09-0,96 ( m, 3H), 0,94 (d, J = 8 Hz, 3H), 0,90
(d, d =4 Hz, 3H), 0,88 (d, J = 4 Hz, 3H), 0,70 (s, 3H) ppm. ESI-MS Datos: m/ z =
525,35 [M + Na].

[0092] Etapa 2: Sintesis de AUY922-diglicolato-colesterol: cantidades pesadas de
acido colesterol-diglicélico (2, 12,0 g, 23,86 mmol), AUY922 (3, 10,0 g, 21,48 mmol)
y N,N-dimetilamino piridina (3,0 g, 24,55 mmol) se almacenaron a alto vacio durante
10 minutos y se purgd con nitrégeno. Los contenidos se disolvieron en
diclorometano anhidro (200 ml) y se agité a 19°C bajo atmésfera de nitrégeno. Para
esto, una solucion de carbodiimida diisopropilo (6,0 ml, 38,98 mmol) en
diclorometano (25 ml) se introdujo en un periodo de 15 minutos y la mezcla se agit6
a 19°C durante 4 horas. La reaccion se control6 mediante TLC utilizando 10% de
metanol en diclorometano como eluyente y se secd con solucion de tincién de p-
anisaldehido u observado bajo luz UV. Después del consumo completo del acido
colesterol-diglicolico (2), la solucidn turbia resultante se enfrié a -15°C y el solido
separado se retird por filtracion a través de una almohadilla de algodon vy filtrados
de este lote y el lote de AUY922 (2,0 g) reciclado se combind y se concentrd hasta
obtener una solucion espesa.

[0093] Purificacion: La solucion espesa se cargd en una columna de gel de silice
pre-empaquetada en diclorometano (1,500 g). Se eluyé con 1-5% de metanol en
diclorometano. Las fracciones que contienen el producto principal se concentraron
para obtener una espuma solida de color amarillo palido (11,50 g). La espuma sélida

se sometio a otra purificacidn cromatografica en gel de silice mediante la carga en
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una columna de gel de silice pre-empaquetada en diclorometano (1,500 g). La
columna se eluy6é con un sistema de eluyente isocratico con una relacién de
disolvente de 3/ 0,5/ 96,5 metanol/ isopropanol/ diclorometano. Este proceso de
purificacion en columna de gel de silice se repitié hasta que se obtuvo una pureza
>95% por HPLC y se logré H nmR. Alternativamente, el producto se pasé a traves
de una columna de fase inversa (RP, C-18) en metanol puro con una relaciéon de
carga de 0,5 g por 240 g de C-18 de la columna. Las fracciones de producto puras
se recogieron y se concentraron. Se sec6 en horno de vacio durante 18 horas para
conseguir AUY922-colesterol-diglicolato puro (4) como un polvo blanco (4,95 g, 24%
rendimiento, pureza 98% HPLC a 230 nm). H nmR (600 MHz, DMSO-de): 6 10,42
(s, 1 H), 8,86 (t, J = 4 Hz, 1H), 7,23 (c AB, J = 8, 40 Hz, 4H), 6,96 (s, 1 H), 6,72 (s,
1H), 5,37 (bs, IH), 4,58-4,53 (m, 1H), 4,29 (s, 2H), 4,17 (s, 2H), 3,60-3,53 (m, 4H),
2,08 (bs, 2H), 3,33 (bs, 2H), 3.26 a 3.17 (m, 2H), 3,12-3,00 (m, IH), 2,40-2,30 (m,
6H), 2,05-1,90 (m, 2H), 1,90-1,75 (m, 3H), 1,65-1,45 (m, 5H), 1,44-1,20 (m, 6H),
1,19-0,95 (m, 17H), 0,94 a 0,91 (m, 9H), 0,88 (d, J = 4 Hz, 3H), 0,70 (s, 3H) ppm.
ESI-MS Datos: m/z = 950,59 [M + H].

[0094] Los compuestos preparados son: docetaxel-colesterol y AUY922-colesterol
cada uno vinculado a través de un enlazador glicolato.

Ejemplo 2

Formulacién de nanoparticulas de profarmaco de Docetaxel y AUY922 que

aumenta dramaticamente las concentraciones de drogas de plasma

[0095] El taxano y profarmacos AUY922 descritos en el Ejemplo 1 se combinaron
para generar nanoparticulas de la invencion. Se form6é un numero de diferentes
nanoparticulas incluyendo los que comprenden copolimeros de PLA-PEG o PLGA-
PEG a los siguientes pesos moleculares ("K" se refiere a miles):

PLA (10K) -PEG (5K); PLA (8K) -PEG (5K); PLA (13K) -PEG (2K); PLA (14K) -PEG
(4K); PLA (11 K) -PEG (5K); PLGA (10K) -PEG (5K); PLGA (10K) -PEG (2K); y

PLGA (15K) PEG (5K).
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[0096] Las nanoparticulas que comprenden PLA-PEG que mostraron el tamano y la
estabilidad 6ptima en una proporcién de 2:1, es decir, PLA (10K)-PEG (5K), se
formaron con profarmacos de colesterol docetaxel y AUY922-colesterol para uso en
estos estudios farmacocinéticos.

[0097] Como se muestra en la Figura 1, el porcentaje de dosis inyectada de cada
profarmaco se mantuvo en aproximadamente 50% por hasta 12 horas, y 20% por
hasta 24 horas en comparacion con docetaxel libre y AUY922 libre que se ha
demostrado en la técnica que se limpia con bastante rapidez.

Ejemplo 3

Mejora de la tolerabilidad de Docetaxel: AUY-922 Combinacién formulada en las

nanoparticulas vs combinacién libre de drogas

[0098] La tolerancia relativa de docetaxel y AUY922 que se administran como una
combinacién en la forma de los profarmacos del Ejemplo 1 y en las nanoparticulas
formadas con PLA (10K)-PEG (5K) copolimeros en vivo se compar6 con la dosis
maxima tolerada (MTD) de cada uno de los farmacos libres administrados
individualmente.

[0099] Como se muestra en la Figura 2, la combinacion de docetaxel y AUY922 fue
significativamente mas tolerable cuando se formula en nanoparticulas de la
invencién en comparacion con la tolerancia de los farmacos libres administrados por
separado.

Ejemplo 4
Eficacia de docetaxel y un inhibidor de HSP90 en el modelo de tumor ST996 PDX

(Clasificada como Resistente al Taxano)

[0100] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmacos de docetaxel
y AUY922 eran mas tolerable y/o eficaces cuando se combinan en nanoparticulas
del Ejemplo 3 en comparacion con la administracion cuando hay combinaciones de
nanoparticulas sin encapsular de la invencion se administraron a ratones que

expresan un modelo de tumor de resistencia a los taxanos ST996 PDX.
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[0101] Como se muestra en la Figura 3, la combinacién de docetaxel y AUY922 era
mas tolerable/menos téxico cuando se formula en nanoparticulas del Ejemplo 3 en
comparacién con la administracion de estos farmacos cuando estan sin encapsular.
[0102] Se obtuvieron resultados similares en un segundo modelo de tumor
resistente a taxano, HCT15 que se ve en la Figura 4, que muestra también que la
combinacién de docetaxel y AUY922 fue mas eficaz cuando se formula en
nanoparticulas del Ejemplo 3 en comparacion con la administracién de estas dos
drogas libres en su MTD.

Ejemplo 5

Eficacia de Selumetinib e Ipatasertib en el modelo de tumor de cancer de colon

humano HCT116

[0103] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmacos selumetinib e
ipatasertib eran més tolerables y/o eficaces cuando se combinan en nanopatrticulas
en comparacién con la administracibn cuando estdn sin encapsular, las
combinaciones de nanoparticulas de la invencién se administraron a ratones con el
modelo de tumor HCT116. Las nanoparticulas comprenden poliestireno-PEG, PS
(20k)~PEG (5K), y los profarmacos descritos anteriormente en los que estos
agentes estan acoplados a colesterol a través de un enlazador diglicolato.

[0104] Como se muestra en la Figura 5A, la combinacion de selumetinib e ipatasertib
en dos farmacos diferentes: las tasas de farmaco fueron mas tolerable/menos
toxicas cuando se formula en estas nanoparticulas en comparacion con la
administracion de estos farmacos cuando estan sin encapsular.

[0105] Se obtuvieron resultados similares cuando se duplico la dosis de selumetinib

e ipatasertib en el coctel de farmaco libre (véase la Figura 5B).

Ejemplo 6

Eficacia de Selumetinib e Ipatasertib en el Modelo de Cancer de Colon Resistente

a Multiples Farmacos HCT-15
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[0106] Con el fin de determinar si las combinaciones de profarmaco de selumetinib
e ipatasertib fueron mas tolerables y/o eficaces cuando se combinan en las
nanoparticulas del Ejemplo5 en comparacién con la administracion cuando estan
sin encapsular, se repitieron estudios similares al Ejemplo 5 en un modelo de tumor
HCT-15 resistente a multiples farmacos.

[0107] Como se muestra en la figura 6, la combinacién de selumetinib e ipatasertib
a la proporcién de 1:2 droga:droga fue mas tolerable/menos tdxica cuando se
formuld en las nanoparticulas del Ejemplo 5 en comparacion con la administraciéon

de estos medicamentos a una proporcién de 1:2 cuando no estan encapsulados.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon farmacéutica que comprende nanoparticulas en donde
dichas nanoparticulas tienen un diametro promedio de 20-80 nm vy
comprende:

a) al menos dos agentes terapéuticos, cada uno de dichos agentes
terapéuticos administrado como un profarmaco acoplado a través de un
enlazador a una porcion hidrofoba, y

b) un estabilizador anfifilico que es un copolimero de bloque o un copolimero
de injerto que comprende una porcidn hidréfoba y una porcion hidréfila en
donde la proporcion en peso de la porcion hidréfoba a la porcion hidréfila
esta en el rango de 8:5 a 12:5 y en donde la porcién hidréfoba tiene un
peso molecular de 8 kD a 15 kD,

y en la que los profarmacos de dichos dos agentes terapéuticos diferentes

estan contenidos en la misma nanoparticula o estan contenidos en

nanoparticulas separadas.

2. La composicidén de la reivindicacion 1, en donde en dicho estabilizador
anfifilico, la porcion hidréfoba comprende acido polilactico (PLA) o acido
poli(lactico-co-glicélico (PLGA) y la porcidn hidréfila comprende polietilenglicol
(PEG).

3. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dichos al menos dos agentes

estan incluidos en la misma nanoparticula.

4. La composiciéon de la reivindicacion 1, en donde un agente terapéutico es un
taxano y el otro agente terapéutico es un inhibidor de HSP o en donde un
agente terapéutico es un inhibidor de PI3K/AKT/mTOR vy el otro agente
terapéutico es un inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK.

5. La composicion de la reivindicacién 4, en donde el taxano es docetaxel, el
inhibidor de HSP es luminespib, el inhibidor de PISK/AKT/mTOR es
ipatasertib, y el inhibidor de RAS/RAF/MEK/ERK es selumetinib.



6. La composicién de la reivindicacion 1, en donde en cada uno de dichos

profarmacos la porcién hidréfoba es colesterol u otro producto natural.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dichas nanoparticulas se
forman al mezclar una fase acuosa y una fase organica, dicha fase organica
comprende dicho copolimero y dicho profarmaco, y en donde dicho mezclado
se lleva a cabo al mezclar rapidamente corrientes de chorro una de las cuales

comprende la fase acuosa y la otra de las cuales comprende la fase organica.

8. La composicion de la reivindicacion 1, la cual ademas comprende un tercer

agente terapéutico.

9. La composicion de la reivindicacion 1 o 6, en donde el enlazador es acido

diglicolico.
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