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DESCRIPCION
Un derivado de exopolisacarido bacteriano marino antimetastasico y usos del mismo
Sector de la técnica

El osteosarcoma es el tumor dseo primario maligno mas frecuente que se produce principalmente en jéovenes, con un
pico de incidencia observado a los 18 afios de edad. A pesar de las recientes mejoras en quimioterapia y cirugia, el
problema de insensibilidad a quimioterapia permanece y este mal pronéstico justifica nuevas estrategias terapéuticas
para mejorar la tasa global de supervivencia. El osteosarcoma se caracteriza por una alta potencia para formar
metastasis, que es la causa principal de muerte (Ando et al., Sarcoma, 2012, 2012: 523432-523432; Odri et al., BMC
Cancer, 2014, 14: 169-177).

Estado de la técnica

Estudios recientes han descrito los mecanismos moleculares de aparicion de metastasis que pueden ayudar a
identificar nuevas estrategias terapéuticas (Barkan et al., Europ. J. Cancer, 2010, 46: 1181-1188). Los carbohidratos
y, especialmente, la heparina y el sulfato de heparano, se consideran ahora buenos candidatos para tratar los
canceres, en particular para tratar la metastasis cancerosa. Sin embargo, su uso terapéutico esta limitado porque
ambos muestran actividad anticoagulante, por lo tanto, pueden inducir complicaciones hemorragicas adversas. Otra
desventaja de la heparina y el sulfato de heparano es su origen animal, que puede provocar un alto riesgo de
contaminacion cruzada de especie desconocida (Stevenson et al., Thrombosis Research, 2007, 120: S107-S111;
Velasco et al., Drug Discov. Today, 2010, 15: 553-560). Por consiguiente, la exploracion del potencial terapéutico de
los miméticos de heparina esta ahora en auge. Los oligosacaridos sulfatados se estudian actualmente, tal como una
forma sulfatada de fosfomanopentaosa y fosfomanotetraosa denominada PI-88 (Ferro et al., Carbohydr. Res., 2001,
332: 183-189); forma sulfatada de maltohexosa y maltotriosa sulfatada (Vismara et al., Molecules, 2012, 17: 9912-
9930). Recientemente, se describieron dos polisacaridos extraidos de Prunella vulgaris L. por su actividad
antiadenocarcinoma pulmonar (Feng et al., Molecules, 2010, 15: 5093-5103).

En los ultimos afios, ha habido un interés creciente en el aislamiento e identificacion de nuevos polisacaridos
microbianos que podrian tener nuevas aplicaciones en diversas industrias. Compiten con los polisacaridos de otras
fuentes tales como algas marinas, crustaceos, animales o plantas. El interés en el cultivo en masa de microorganismos
del entorno marino ha aumentado considerablemente, representando una estrategia innovadora al uso biotecnolégico
de recursos infraexplotados. Cuando estan sulfatados, los polisacaridos de diferentes fuentes pueden compartir
algunas propiedades bioldgicas con los glucosaminoglucanos (GAG), y especialmente sulfato de heparano o heparina,
sin mostrar los mismos riesgos hemorragicos y con un bajo riesgo de contaminarse por un agente transmisible no
convencional tal como priones o virus emergentes debido a una gran "barrera de especie" (DeAngelis, Appl. Microbiol.
Biotechnol., 2012, 94: 295-305).

Las bacterias marinas asociadas con condiciones hidrotérmicas de la profundidad oceanica han demostrado su
capacidad de producir, en un medio aerébico basado en carbohidratos, polimeros extracelulares inusuales. Presentan
caracteristicas estructurales originales que pueden modificarse para disefiar compuestos bioactivos y mejorar su
especificidad (Rehm et al., Rev. Microbiol., 2010, 8: 578-592; Colliec-Jouault et al., Handbook of Exp. Pharmacol.,
2012, 423-449). En particular, con el objetivo de promover actividades bioldgicas, se han emprendido modificaciones
quimicas (reacciones de despolimerizacion y sustitucién) de un exopolisacarido (GY785 EPS) producido por una
bacteria hidrotérmica de la profundidad oceanica denominada Alteromonas infernus. Se ha descrito la estructura del
GY785 EPS natural (Roger et al., Carbohydr. Res., 2004, 339: 2371-2380). Un exopolisacarido sobresulfatado (OS-
EPS) de bajo peso molecular (LMW) de24 kDa se ha aislado después de modificaciones quimicas de su GY785 EPS
natural. Se descubri6 que este derivado LMW era menos eficaz (10 veces) que la heparina en ensayos de coagulacion.
En el tiempo de tromboplastina parcial activada, se obtuvo el mismo efecto anticoagulante con una concentraciéon de
10 yg/ml de OS-EPS 24 kDa y con una concentraciéon de 1,5 ug/ml de heparina, respectivamente (Colliec-Jouault et
al., Biochim. Biophys. Acta, 2001, 1528: 141-151).

El crecimiento y diferenciacion de las células 6seas esta controlado por diversos factores que pueden modularse por
sulfatos de heparano. Los efectos del OS-EPS 24 kDa sobre la biologia 6sea se ha estudiado previamente. El efecto
de este derivado LMW altamente sulfatado (40 % de grupo sulfato) se ha comparado con el de un EPS LWM no
sobresulfatado de 13 kDa (10 % de grupos sulfato). Los datos observados han mostrado diferentes niveles de
regulacién de la reabsorcion 6sea por GAG u OS-EPS, dando lugar la mayoria de ellos a efectos prorreabsorbentes
(Velasco et al., Glycobiology, 2011, 21: 781-795).

A pesar del progreso hecho en promover propiedades bioldgicas de los exopolisacaridos, aun hay una necesidad en
la técnica de proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la tasa global de supervivencia en cancer
metastasico, en particular en osteosarcoma metastasico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 887 550 T3

Objeto de la invencién

Los autores de la presente invencién han demostrado que un polisacarido sobresulfatado de bajo peso molecular
obtenido de un exopolisacarido natural marino (EPS) de la cepa GY785 del género Alteromonas muestra propiedades
antimetastasicas. De hecho, en experimentos in vitro, se compararon en primer lugar la actividad de tres polisacéridos
sobresulfatados de bajo peso molecular con diferentes pesos moleculares (4 kD (GYS4), 8 kDa (GYS8) y 15 kDa
(GYS15)) en lineas celulares de osteosarcoma (lineas celulares POS-1 de raton y HOS humana), usando heparina
como referencia. Se estudiaron analisis de proliferacion, migracion, ciclo celular y expresion en lineas celulares de
osteosarcoma de metaloproteinasas de matriz tales como gelatinasas MMP-2 y MMP-9 y sus inhibidores TIMP-1 y
TIMP-2. Después, GYS15, que mostré las propiedades mas interesantes in vitro, se evalud in vivo tanto sobre el
crecimiento del tumor 6seo maligno (modelo paratibial) y formacion de metastasis pulmonares en un modelo de ratén
de osteosarcoma, de nuevo usando heparina como referencia. Los resultados obtenidos mostraron que GYS15 era
muy eficaz en inhibir la formacion de metastasis pulmonares in vivo.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa
para su uso en la prevencion o inhibicion de la formacién de metastasis en un sujeto, en el que dicho exopolisacarido
sobresulfatado de 15 kDa se obtiene por un método que comprende las siguientes etapas:

(a) una etapa que consiste en despolimerizacion de radicales libres de un exopolisacarido natural marino (EPS) de
la cepa GY785 del género Alteromonas para obtener un EPS despolimerizado que tiene un peso molecular de
5000 a 100 000 g/mol;

(b) una etapa posterior que consiste en la sulfatacion del EPS despolimerizado para obtener un EPS
despolimerizado sobresulfatado, que comprende afadir al EPS despolimerizado al menos un agente de sulfatacién
en una cantidad suficiente para obtener un polisacarido sulfatado que tiene un grado de sustitucién de grupos
sulfato entre un 10 % y 45 % en peso con respecto al peso total del EPS despolimerizado sobresulfatado; y

(c) una etapa posterior que consiste en aislar el exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa (GYS15) del EPS
despolimerizado sobresulfatado.

En determinadas realizaciones, la etapa de aislar GYS15 del EPS despolimerizado sobresulfatado se realiza por
fraccionamiento, en particular fraccionamiento realizado por cromatografia de exclusion por tamafio.

En determinadas realizaciones preferidas, el sujeto es un paciente con cancer. Un paciente con cancer puede padecer
un cancer, o puede haber experimentado previamente tratamiento para el cancer. Cuando el paciente con cancer
padece un cancer, el paciente con cancer puede estar experimentando tratamiento para el cancer.

El cancer del paciente puede pertenecer al grupo que consiste en carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.
Por ejemplo, el cancer puede pertenecer al grupo que consiste en cancer 6seo, cancer de pulmodn, cancer de higado,
cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero,
cancer de ovario, cancer rectal, cancer de la region anal, cancer de estémago, cancer de colon, cancer de mama,
cancer de utero, carcinoma de los 6rganos sexuales y reproductores, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago,
cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula
paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de rifion,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), cancer
neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma, meningioma y adenoma de pituitaria.

En determinadas realizaciones, el cancer es osteocarcinoma.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de GYS15 y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable para su uso en
la prevencién o inhibicién de la formacion de metastasis en un sujeto.

En determinadas realizaciones preferidas del método de la invencién, el sujeto es un paciente con cancer, como se
describe anteriormente.

Estos y otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion. llegaran a ser evidentes para los expertos
en la materia tras leer la siguiente descripcién detallada de las realizaciones preferidas.

Definiciones

Como se usa en este documento, el término "sujeto” se refiere a un ser humano u otro mamifero (por ejemplo,
primate, perro, gato, cabra, caballo, cerdo, ratén, rata, conejo y similares), que pueden desarrollar un cancer, pero que
puede o no padecer la enfermedad. Los sujetos no humanos pueden ser animales transgénicos o modificados de otro
modo. En muchas realizaciones de la presente invencion, el sujeto es un ser humano. En dichas realizaciones, el
sujeto a menudo se denomina "individuo” o "paciente"”. Estos términos no indican una edad particular y, por tanto,
abarcan recién nacidos, nifios, adolescentes y adultos. El término "paciente” se refiere mas especificamente a un
individuo que padece una enfermedad. Por tanto, la expresion "paciente con cancer" se refiere a un individuo que
padece un cancer. Un paciente con cancer puede haberse diagnosticado o no con cancer. La expresion también
incluye individuos que han experimentado previamente tratamiento para el cancer.
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Como se usa en este documento, el término "cdncer” se refiere a o describe la afeccion fisiolégica en mamiferos que
se caracteriza tipicamente por crecimiento celular no regulado, ausencia de diferenciacion y capacidad de invadir
tejidos locales y metastatizar. El cancer puede desarrollarse en cualquier tejido de cualquier 6rgano. Ejemplos de
canceres incluyen, aunque sin limitacién, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Mas particularmente,
ejemplos de dichos canceres incluyen cancer 6seo, cancer de pulmén, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer
de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer rectal,
cancer de la regién anal, cancer de estémago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de Utero, carcinoma de los
organos sexuales y reproductores, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer
del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la gldndula paratiroidea, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de rifidén, carcinoma de células renales, carcinoma
de la pelvis, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), cancer neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma,
meningioma y adenoma de pituitaria.

Los términos "agresivo" e "invasivo" se usan en este documento indistintamente. Cuando se usan en este
documento para caracterizar un cancer, se refieren a la proclividad de un tumor de expandirse mas alla de sus limites
en el tejido adyacente. El cancer invasivo puede contrastarse con el cancer confinado en érganos, en el que el tumor
esta confinado a un érgano particular. La propiedad invasiva de un tumor a menudo va acompafada por la elaboracién
de enzimas proteoliticas, tales como colagenasas, que degradan el material de la matriz y el material de la membrana
basal para posibilitar que el tumor se expanda mas alla de los confines de la capsula, y mas alla de los confines del
tejido particular en que esta localizado ese tumor.

El término "metdstasis”, como se usa en este documento, se refiere a la propagacion de las células tumorales de un
organo o tejido a otra ubicacién. El término también se refiere a tejido tumoral que se forma en una nueva ubicacion
como resultado de metastasis. Un "cancer metastasico" es un cancer que se propaga desde su ubicacion original o
principal y también puede denominarse "cancer secundario" o "tumor secundario”. En general, los tumores
metastasicos se denominan para el tejido del tumor primario del que se originan. El proceso de metastasis tumoral es
un acontecimiento de multiples fases que implica la invasion local y destrucciéon de matriz intercelular, intravasacion
en vasos sanguineos, vasos linfaticos u otros canales de transporte, supervivencia en la circulacion, extravasacion
desde los vasos al sitio secundario y crecimiento en la nueva ubicacion.

Como se usa en este documento, | término "inhibir" significa evitar que algo suceda, retardar la aparicion de algo que
sucede y/o reducir el grado o probabilidad de algo que sucede. Por tanto, las expresiones "inhibir la metastasis”, "inhibir
las metastasis" e "inhibir la formacion de metastasis", que se usan en este documento indistintamente, pretenden
abarcar prevencion, retardo y/o reduccion de la probabilidad de aparicién de metastasis, asi como reduccién del
numero, tasa de crecimiento, tamano, etc. de las metastasis.

El término "tratamiento” se usa en este documento para caracterizar un método o proceso que tiene como objetivo
(1) retardar o evitar la aparicién de una enfermedad o afeccion; (2) ralentizar o detener la progresion, agravamiento o
deterioro de los sintomas de la enfermedad o afeccion; (3) conseguir mejora de los sintomas de la enfermedad o
afeccion; o (4) curar la enfermedad o afeccion. Un tratamiento puede administrarse después del inicio de la enfermedad
o afeccidn, para una accion terapéutica. Como alternativa, un tratamiento puede administrarse antes de la apariciéon
de la enfermedad o afeccidn, para una accion profilactica o preventiva. En este caso, se usa el término "prevencién”.

Una "composiciéon farmacéutica” se define en este documento comprendiendo una cantidad eficaz del derivado de
exopolisacarido sobresulfatado de bajo peso molecular (LMW) de la invencion (es decir, OS-EPS de 15 kDa o GYS15),
y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Como se usa en este documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a cualquier cantidad
de un compuesto, agente o0 composicién que sea suficiente para cumplir su propdsito o propdsitos pretendidos, por
ejemplo, una respuesta biolégica o medicinal deseada en una célula, tejido, sistema o sujeto.

La expresion "vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable” se refiere a un medio transportador que no
interfiere con la eficacia de la actividad bioldgica del uno o mas ingredientes activos y que no es excesivamente toxico
para el hospedador a la concentracion a la que se administra. La expresion incluye disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotdnicos y agentes retardantes de la absorcion y
similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica
(véase, por ejemplo, "Remington’s Pharmaceutical Sciences", E.W. Martin, 18.2 Ed., 1990, Mack Publishing Co.:
Easton, PA, que se incorpora en este documento por referencia en su totalidad).

Los términos "aproximadamente” y "alrededor de", como se usan en este documento con referencia a un nimero,
generalmente incluyen nimeros que pertenecen a un intervalo de un 10 % en cualquier direccién del nimero (mayor
0 menor que el nimero) salvo que se indique otra cosa o sea evidente de otro modo a partir del contexto (excepto
cuando dicho numero exceda el 100 % de un valor posible).
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Descripcion detallada de determinadas realizaciones preferidas

Como se menciona anteriormente, la presente invencién proporciona un derivado de exopolisacarido sobresulfatado
de bajo peso molecular (GYS15) que muestra propiedades antimetastasicas, y el uso de su derivado de
exopolisacarido sobresulfatado de bajo peso molecular para la prevencion de la formacién de metastasis.

| - Derivados de exopolisacarido sobresulfatado de bajo peso molecular

La invencion se refiere al uso de GYS15, un exopolisacarido sobresulfatado (OS-EPS) de bajo peso molecular (LMW)
(15 kDa), que se prepard a partir de un exopolisacarido natural marino (EPS) de la cepa GY785 del género
Alteromonas (Alteromonas infernus). El EPS natural marino de la cepa GY785 se ha descrito previamente (Guezennec
et al., Carbohydr. Polym., 1998, 37: 19-24).

Los procesos para obtener derivados de polisacarido sobresulfatado de bajo peso molecular a partir del
exopolisacarido natural marino de acuerdo con la invencion se describen completamente en la solicitud internacional
WO 2006/003290, y también por Colliec Jouault S. et al. en Biochim Biophys Acta 2001, 1528(2-3):pag.141-151, y por
Guezenec J. et al. en Carbohydrate Polymers 1998, 37(1):pag. 19-24.

En la practica de la presente invencion, GYS15 se prepara usando un método que comprende:

(a) una etapa que consiste en despolimerizacion de radicales libres de un exopolisacarido natural marino (EPS) de
la cepa GY785 del género Alteromonas para obtener un EPS despolimerizado que tiene un peso molecular de
5000 a 100 000 g/mol;

(b) una etapa posterior que consiste en la sulfatacion del EPS despolimerizado para obtener un EPS
despolimerizado sobresulfatado, que comprende afiadir al EPS despolimerizado al menos un agente de sulfatacion
en una cantidad suficiente para obtener un polisacarido sulfatado que tiene un grado de sustitucién de grupos
sulfato entre un 10 % y 45 % en peso con respecto al peso total del EPS despolimerizado sobresulfatado; y

(c) una etapa posterior que consiste en aislar el exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa (GYS15) del EPS
despolimerizado sobresulfatado.

En determinadas realizaciones, los derivados despolimerizados obtenidos después de la etapa (a) se liofilizan.
En otras realizaciones, la etapa (b) del proceso esta seguida por una etapa de dialisis.

Durante la primera etapa de despolimerizacion, el EPS natural puede usarse en una forma liquida, es decir, como se
excreta por las bacterias en el medio de cultivo. Preferiblemente, el medio de cultivo se centrifuga y se recoge
solamente el sobrenadante que contiene el EPS natural y que esta libre de desechos bacterianos. El EPS natural
puede recogerse por cualquier técnica adecuada conocida por los expertos en la materia, tal como, por ejemplo
ultrafiltracion en membrana, y después pueden liofilizarse opcionalmente tal cual o en forma de una sal de adicion.

La etapa que consiste en despolimerizacion de radicales libres del EPS natural se realiza preferiblemente mediante
adicion de una solucidon de un agente oxidante a una mezcla de reaccién que comprende el EPS natural,
preferiblemente en presencia de un catalizador metalico. El agente oxidante se elige preferiblemente de perdxidos, en
particular peroxido de hidrogeno, y peracidos, especialmente acido peracético y acido 3-cloroperbenzoico. La adicion
se realiza preferiblemente de manera continua y con agitaciéon durante un periodo entre 30 minutos y 10 horas. La
mezcla de reaccion se mantiene preferiblemente a un pH entre 6 y 8, por ejemplo, mediante la adicién de un agente
basificante tal como hidroxido de sodio, y a una temperatura entre aproximadamente 30 °C y 70 °C en toda la duracion
de la reaccion de despolimerizacion de radicales libres.

De acuerdo con una realizacion especifica de la presente invencion, en esta etapa, el EPS natural esta presente en la
mezcla de reaccién a una concentracion entre aproximadamente 2 mg/ml y aproximadamente 10 mg/ml de la mezcla
de reaccion.

En realizaciones preferidas, el agente oxidante es una solucidon de perdxido de hidrogeno (H202) que tiene
preferiblemente una concentraciéon entre aproximadamente un 0,1 % y aproximadamente un 0,5 % en peso,
preferiblemente del orden de un 0,1 % a un 0,2 % en peso, y se afiade a un caudal de V1/1000 a V1/10 ml/minuto,
preferiblemente V1/50 y V1/500 ml/minuto, y mas preferiblemente del orden de V1/100 ml/minuto, en el que VI es el
volumen del medio de reaccion que contiene un exopolisacarido marino (EPS) al que se afiade una solucion de
peroxido de hidrégeno.

Los catalizadores metalicos que pueden usarse durante la etapa de despolimerizacion se eligen preferiblemente de
iones Cu**, Fe** y Cr*** y el anién Cr207%, como se describe en particular en la solicitud de patente EP 0 221 977. De
acuerdo con una realizacion especifica, el catalizador metélico esta presente en la mezcla de reaccién a una
concentracion entre 10 M y aproximadamente 10" M, y preferiblemente a una concentracion entre aproximadamente
0,001 M y aproximadamente 0,05 M.

El proceso de despolimerizacion de radicales libres de acuerdo con la invencion y como se describe anteriormente
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hace posible obtener, en una sola etapa y con un buen rendimiento, derivados de polisacarido homogéneos de bajo
peso molecular. En el contexto de la presente invencion, la expresion "derivados homogéneos" pretende indicar
derivados que, cuando se evalian usando cromatografia por exclusion de tamafios de alto rendimiento, muestran un
solo pico principal que representa una poblacion predominante de cadenas de polisacarido que son homogéneas con
respecto al tamafio, caracterizadas por un indice polidispersidad | (Mw/Mn) < 5, donde Mw es el peso molecular
promedio en peso y Mn es el peso molecular promedio en niumero.

En determinadas realizaciones, cuando la reaccion de polimerizacion esta terminada, los derivados de polisacarido
obtenidos se reducen usando un agente reductor, para estabilizar las cadenas, cuyos extremos reductores son muy
reactivos y, en particular, para evitar la hidrdlisis de las cadenas por la reaccion de "desprendimiento”. La naturaleza
de los agentes reductores que pueden usarse a este efecto no es esencial. En particular, el agente reductor puede ser
borohidruro de sodio.

El catalizador metalico usado en la etapa de despolimerizacion puede eliminarse al final de la reacciéon de
despolimerizacion, (o al final de la reaccidon de reduccion si se realiza una etapa de reduccion) usando cualquier
método adecuado, por ejemplo por cromatografia de intercambio ionico, preferiblemente una resina de intercambio
catiénico débil pasivada de antemano, o por tratamiento con EDTA (acido etilendiaminotetraacético).

Los derivados de polisacarido resultantes de la despolimerizacion y/o de la reduccién pueden recuperarse, si fuera
necesario, por cualquier técnica adecuada bien conocida por los expertos en la materia, tal como, por ejemplo,
ultrafiltracién en membrana o didlisis. Después, se liofilizan y fraccionan mediante cromatografia de exclusion por
tamafo para aumentar su pureza requerida para mejorar la posterior etapa de sulfatacion. Finalmente, los derivados
de polisacarido purificados se acondicionan en forma salina por adicion de una base débil o fuerte que puede elegirse,
por ejemplo, de piridina, trietilamina, tributilamina, hidroxido de tetrabutilamonio e hidréxido de sodio. Esta sal liofilizada
puede prepararse, por ejemplo, por elucion de una solucién acuosa de los derivados de polisacarido a una
concentracion entre 1 y 8 mg/ml en una columna de resina de intercambio iénico tal como, por ejemplo, las vendidas
con el nombre DOWEX® por la empresa Dow Chemical. El eluido se recoge siempre que el pH permanezca acido,
por ejemplo, menos de 5, entonces el pH se ajusta posteriormente hasta aproximadamente 6,5 con la base deseada
como se define anteriormente. Los derivados de polisacarido en forma de sal entonces se ultrafiltran vy liofilizan.

Los derivados de polisacarido liofilizados, posiblemente en forma de una sal de adicion, se disuelven preferiblemente
en un disolvente anhidro al inicio de la etapa de sulfatacion. El disolvente se elige preferiblemente de dimetilformamida
(DMF), dimetilsulféoxido (DMSO), formamida y mezcla de los mismos. La cantidad de derivados de polisacarido
presentes en el disolvente anhidro puede ser entre aproximadamente 1 y 10 mg/ml, preferiblemente entre
aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 5 mg/ml e incluso mas preferiblemente esta cantidad es
aproximadamente 2,5 mg/ml. La disolucion del EPS en el disolvente anhidro se realiza preferiblemente, con agitacion,
a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas y después a una temperatura
entre 40 °C y 50 °C, preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 45 °C durante aproximadamente 2 horas
en atmadsfera de argon o nitrégeno con tamiz molecular.

El uno o mas agentes quimicos de sulfatacion usados durante la etapa de sulfatacion pueden afadirse a los EPS
despolimerizados y/o reducidos que estan en forma liofilizada o en forma de una solucion.

Los agentes de sulfatacion se eligen preferiblemente de complejos de sulfato de piridina (libre o acoplado a un
polimero), de sulfato de dimetilformamida, sulfato de trietilamina y de sulfato de trimetilamina. El uno o mas agentes
quimicos de sulfatacién se afiaden a la solucion de derivados de polisacarido en una cantidad ponderal preferiblemente
que preferiblemente representa de aproximadamente 4 a aproximadamente 6 veces, e incluso mas preferiblemente
aproximadamente 5 veces, la masa de derivados de polisacarido en solucion. La reaccion quimica de sulfatacion
entonces se realiza preferiblemente con agitacion durante un periodo entre 2 y 24 horas dependiendo del grado
deseado de sulfatacion. Cuando se alcanza el grado deseado de sulfatacion, la reaccion de sulfatacion se detiene
después de enfriar el medio de reaccion:

- por precipitacion en presencia de acetona saturada de cloruro de sodio o de metanol, y después disolucion del
precipitado en agua;

- o, preferiblemente, por adicion de agua en una proporcién preferiblemente igual a 1/10 del volumen de reaccién y
ajuste del pH del medio de reaccién a 9 con un agente basificante tal como, por ejemplo, hidréxido de sodio (3 M).

De acuerdo con determinadas realizaciones, la solucion de derivados de polisacarido sulfatados se dializa
preferiblemente para retirar las diversas sales, y después se liofiliza. El producto final (es decir, GYS15), tipicamente
con un peso molecular preciso y un bajo indice de polidispersidad, se obtiene por aislamiento del EPS despolimerizado
de bajo peso molecular obtenido. El aislamiento puede realizarse por cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Preferiblemente, el aislamiento se realiza por fraccionamiento realizado por cromatografia de exclusion por
tamanio.

GYS15 de acuerdo con la presente invencion tiene un bajo indice de polidispersidad de menos de 5, preferiblemente
de 1,5 a 4, mas preferiblemente de menos de 2. El indice de polidispersidad (PDI) de acuerdo con la invencién es una
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medida de la distribucién de la masa molecular de los derivados. El PDI calculado es el peso molecular promedio en
peso dividido por el peso molecular promedio en nimero. El PDI se mide tipicamente por cromatografia de exclusion
por tamafio.

GYS15 de acuerdo con la invencion tiene un grado de sustitucion de grupos sulfato entre 10 % y 45 % en peso con
respecto al peso total del derivado de polisacarido sulfatado. En determinadas realizaciones, el grado de sustitucion
de grupos sulfato es entre un 10 % y un 40 %, entre un 20 % y un 45 % o entre un 20 % y un 40 %.

Il - Usos del derivado de OS-EPS de bajo peso molecular
1 - Aplicaciones terapéuticas
A. Indicaciones

El derivado de GYS de la presente invencion puede usarse en la prevencion o inhibicidn de la formacion de metastasis
en un sujeto.

Los métodos de prevencion de la presente invencion pueden conseguirse usando GYS15 o una composicion
farmacéutica del mismo. Estos métodos en general comprenden la administracién de una cantidad eficaz de GYS15
(como se define anteriormente) o una composicion farmacéutica del mismo, a un sujeto que lo necesite. La
administracion puede realizarse usando cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la materia. En
particular, GYS15, o una composicion del mismo, puede administrarse por cualquiera de diversas vias incluyendo,
aunque sin limitacién, por aerosol, via parenteral, oral o topica.

En general, el sujeto es un paciente humano con cancer. El paciente con cancer puede padecer un cancer o ha
experimentado previamente tratamiento del cancer.

En la practica de la presente invencién, el cancer puede ser cualquier cancer desarrollado en cualquier tejido de
cualquier érgano. Por tanto, el cancer puede ser un carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Ejemplos de
canceres incluyen, aunque sin limitacién, cancer 6seo, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de pancreas,
cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero, cancer de ovario, cancer
rectal, cancer de la region anal, cancer de estémago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de Utero, carcinoma
de los érganos sexuales y reproductores, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado,
cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de rifidén, carcinoma de células renales, carcinoma
de la pelvis, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), cancer neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma,
meningioma y adenoma de pituitaria. En determinadas realizaciones, el cancer es osteocarcinoma.

En general, GYS15, o una composicion del mismo, se administrara en una cantidad eficaz, es decir, una cantidad que
sea suficiente para cumplir su propésito pretendido. La cantidad exacta de GYS15, o composicion farmacéutica, a
administrar variara de un sujeto a otro, dependiendo de la edad, el sexo, el peso y el estado de salud general del
sujeto, la respuesta biolégica o médica deseada y similares. En determinadas realizaciones, una cantidad eficaz es
una que evita, retarda y/o reduce la probabilidad de aparicion de formacién de metastasis y/o una que reduce el
numero, tasa de crecimiento, tamafio, etc. de las metastasis si ya estan presentes metastasis en el sujeto. Los efectos
de un tratamiento de acuerdo con la invencion pueden supervisarse usando cualquiera de los ensayos de diagnostico,
pruebas y procedimientos conocidos en la técnica.

En determinadas realizaciones, GYS15, o una composiciéon del mismo, se administra en solitario de acuerdo con un
método de prevencidn de acuerdo con la presente invencién. En otras realizaciones, GYS15, o una composicion del
mismo, se administra en combinaciéon con al menos un agente terapéutico adicional o procedimiento terapéutico.
GYS15, o una composicién del mismo, puede administrarse antes de la administracion del agente terapéutico o
procedimiento terapéutico, simultdneamente con el agente terapéutico o procedimiento, y/o después de la
administracion del agente terapéutico o procedimiento.

Los agentes terapéuticos que pueden administrarse en combinacion con GYS15, o una composicion del mismo,
pueden seleccionarse entre una gran diversidad de compuestos biolégicamente activos que son conocidos por tener
un efecto beneficioso en el tratamiento del cancer o para un paciente en general (por ejemplo, agente antineoplasicos,
agentes antiinflamatorios, agentes inmunomoduladores, analgésicos, agentes antimicrobianos, agentes
antibacterianos, antibiéticos, antioxidantes, agentes antisépticos y combinaciones de los mismos). Los procedimientos
terapéuticos que pueden realizarse en combinacién con la administracién de GYS15, o una composicién del mismo,
incluyen, aunque sin limitacion, cirugia, radioterapia y similares.

Los agentes antineoplasicos que pueden administrarse en combinacion con GYS15, o una composicién del mismo,
incluyen farmacos clasificados convencionalmente en uno de los siguientes grupos: agentes alquilantes, antagonistas
de purina, antagonistas de pirimidina, alcaloides vegetales, antibiéticos intercalantes, inhibidores de la aromatasa,
antimetabolitos, inhibidores mitéticos, inhibidores de factores de crecimiento, inhibidores del ciclo celular, enzimas,
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inhibidores de la topoisomerasa, modificadores de la respuesta bioldgica, antihormonas y antiandrégenos. Ejemplos
de dichos agentes antineoplasicos incluyen, aunque sin limitacion, BCNU, cisplatino, gemcitabina, hidroxiurea,
paclitaxel, temozolomida, topotecan, fluorouracilo, vincristina, vinblastina, procarbazina, decarbazina, altretamina,
metotrexato, mercaptopurina, tioguanina, fosfato de fludarabina, cladribina, pentostatina, citarabina, azacitidina,
etopdsido, tenipdsido, irinotecan, docetaxel, doxorrubicina, daunorrubicina, dactinomicina, idarrubicina, plicamicina,
mitomicina, bleomicina, tamoxifeno, flutamida, leuprolida, goserelina, aminoglutimida, anastrozol, amsacrina,
asparaginasa, mitoxantrona, mitotano y amifostina.

Otros ejemplos de dichos agentes antineoplasicos incluyen anticuerpos terapéuticos usados en el tratamiento del
cancer, incluyendo, aunque sin limitacion, anticuerpos antiCD52 tal como alemtuzumab (CAMPATH™), que se usa en
el tratamiento de leucemia linfocitica crénica; anticuerpos antiVEGF incluyendo bevacizumab (AVASTIN™) que se usa
en el tratamiento de cancer colorrectal y cancer de mama; anticuerpos antiCD33, incluyendo gemtuzumab
ozogamicina (MYLOTARG™) que se usa en el tratamiento de leucemia mieloide aguda; anticuerpos antiCD20
incluyendo ibritumomab (ZEVALIN™) que se usa en el tratamiento de linfoma, rituximab (RITUXAN™) que se usa en
el tratamiento de linfoma de Hodgkin, tositumomab (BEXXAR™) que se usa en el tratamiento de linfoma de Hodgkin
y ofatumumab (ARZERRA™) que se usa en el tratamiento de leucemia linfocitica cronica; anticuerpos antiEGFR tales
como cetuximab (ERBITUX™) que se usa en el tratamiento de cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello y
carcinoma escamocelular, panitumumab (VECTIBEX™) que se usa en el tratamiento de cancer colorrectal;
anticuerpos antiHer2, incluyendo trastuzumab (HERCEPTIN™) que se usa en el tratamiento de cancer de mama y
cancer de estdmago; anticuerpos antiCTLA4 incluyendo ipilimumab (YERVOY™) que se usa en el tratamiento de
melanoma; adnectinas; y anticuerpos de dominio. Los fragmentos activos y fusiones de estos anticuerpos también
encuentran uso en este documento.

B. Administracion

GYS15(opcionalmente después de formulacion con uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables
apropiados), en una dosificaciéon deseada pueden administrarse a un sujeto que lo necesita por cualquier via
adecuada. Se conocen diversos sistemas de suministro y pueden usarse para administrar el derivado de GYS de la
presente invencion, incluyendo comprimidos, capsulas, soluciones inyectables, encapsulacion en liposomas,
microparticulas, microcapsulas, etc. Los métodos de administracién incluyen, aunque sin limitacion, via dérmica,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intralesional, intravenosa, subcutanea, intranasal, pulmonar, epidural,
ocular y oral. GYS15, o una composicion del mismo, puede administrarse por cualquier via conveniente u otra via
apropiada, por ejemplo, por infusidén o inyecciéon en embolada, por absorcién a través del revestimiento epitelial o
mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.). La administracién puede ser sistémica o
local. La administraciéon parenteral puede estar dirigida a un tejido dado del paciente, tal como por cateterizacion.
Como apreciaran los expertos en la materia, en realizaciones donde GYS15 se administra junto con un agente
terapéutico adicional, GYS15 y el agente terapéutico pueden administrarse por la misma via (por ejemplo por via oral)
o por diferentes vias (por ejemplo, por via oral o intravenosa).

C. Dosificacion

La administracion de GYS15 (o una composicion del mismo) de acuerdo con la presente invencion sera en una
dosificacion de modo que la cantidad suministrada sea eficaz para el uso pretendido. La via de administracién,
formulacion y dosificacion administrada dependeran del efecto terapéutico deseado, la gravedad del trastorno que se
esté tratando, de la presencia de cualquier infeccion, la edad, el sexo, peso y estado de salud general del paciente,
asi como la potencia, biodisponibilidad y semivida in vivo del GYS15, del uso (o no) de tratamientos concomitantes y
de otros factores clinicos. Estos factores los determina facilmente el médico de cabecera durante el trascurso del
tratamiento. Como alternativa o adicionalmente, la dosificacién a administrar puede determinarse a partir de estudios
usando modelos animales. El ajuste de la dosis para conseguir la eficacia maxima basandose en estos u otros métodos
es bien conocido en la técnica y pertenece a las capacidades de los médicos formados. Segun se realicen estudios
usando GYS15, surgira informacion adicional sobre los niveles de dosificacion apropiados y la duracion del
tratamiento.

Un tratamiento de acuerdo con la invencion puede consistir en una sola dosis o en multiples dosis. Por tanto, la
administracion de GYS15, o una composicién del mismo, puede ser constante durante un determinado periodo de
tiempo o periddica y a intervalos especificos, por ejemplo, por hora, diariamente, semanalmente (o en algun otro
intervalo de multiples dias); mensualmente, anualmente (por ejemplo, en forma de liberacion lenta). Como alternativa,
el suministro puede producirse en multiples momentos durante un periodo de tiempo dado, por ejemplo, dos 0 mas
veces a la semana, dos o mas veces al mes y similares. El suministro puede ser suministro continuo durante un periodo
de tiempo, por ejemplo, suministro intravenoso.

Il - Composiciones farmacéuticas
Como se menciona anteriormente, el derivado de GYS de la invencion puede administrarse per se o0 como una

composicion farmacéutica. Por consiguiente, la presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad eficaz de GYS15 y al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En
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algunas realizaciones, la composicion comprende ademas uno o mas agentes biolégicamente activos adicionales.

GYS15, o composiciones farmacéuticas del mismo, puede administrarse en cualquier cantidad y usando cualquier via
de administracion eficaz para conseguir el efecto profilactico y/o terapéutico deseado. La formulacion farmacéutica
Optima puede variarse dependiendo de la via de administracion y dosificacion deseada. Dichas formulaciones pueden
influir en el estado fisico, la estabilidad, tasa de liberacién in vivo y tasa de eliminacién in vivo del ingrediente activo
administrado.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse en forma de unidad de dosificacion
para facilitar la administracion y uniformidad de la dosificacion. La expresién "forma farmacéutica unitaria”", como se
usa en este documento, se refiere a una unidad fisicamente diferenciada para el paciente a tratar. Se entendera, sin
embargo, que la dosificacion diaria total de las composiciones la decidira el médico especialista dentro del alcance del
buen criterio médico.

A. Formulacioén

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas inyectables estériles pueden formularse
de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension adecuados.
La preparacién inyectable estéril también puede ser una solucion, suspension o emulsion inyectable estéril en un
diluyente o disolvente atdxico aceptable por via parenteral, por ejemplo, como una solucién en 2,3-butanodiol. Entre
los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, solucién de Ringer, U.S.P. y solucion de
cloruro de sodio isotonica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos estériles como soluciéon o medio de
suspension. Para este propdsito puede emplearse cualquier aceite fijo blando incluyendo mono o diglicéridos
sintéticos. También pueden usarse acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de formulaciones
inyectables. Los vehiculos liquidos estériles son utiles en composiciones en forma liquida estéril para administracion
parenteral.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de retencion
de bacterias o mediante incorporacién de agentes esterilizantes en forma de composiciones sdlidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso. Las composiciones
farmacéuticas liquidas que son soluciones o suspensiones estériles pueden administrarse por, por ejemplo, inyeccion
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea. La inyecciéon puede ser mediante una sola embolada o por
infusién gradual. Cuando sea necesario 0 se desee, la composicion puede incluir un anestésico local para aliviar el
dolor en el sitio de la inyeccion.

Para prolongar el efecto de un ingrediente activo, a menudo es deseable ralentizar la absorciéon del ingrediente de
inyeccion subcutanea o intramuscular. Retardar la absorcion de un ingrediente activo administrado por via parenteral
puede conseguirse disolviendo o suspendiendo el ingrediente en un vehiculo oleoso. Se preparan formas inyectables
de efecto prolongado formando matrices microencapsuladas del ingrediente activo en polimeros biodegradables, tales
como polilactido-poliglicélido. Dependiendo de la relacion de ingrediente activo respecto al polimero y la naturaleza
del polimero particular empleado, se puede controlar la tasa de liberacién del ingrediente. Ejemplos de otros polimeros
biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones inyectables de efecto prolongado
también se preparan atrapando el ingrediente activo en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos
corporales.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral incluyen, aunque sin limitacién, emulsiones
farmacéuticamente aceptables, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes, elixires y composiciones
presurizadas. Ademas del derivado de GYS, la forma farmacéutica liquida puede contener diluyentes inertes usados
habitualmente en la técnica tales como, por ejemplo, agua u otro disolvente, agentes solubilizantes y emulsionantes
tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de
bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceite de semillas de algodon,
cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de
acidos grasos de sorbitdn y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes de suspension, conservantes, agentes
edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad,
estabilizadores u osmorreguladores. Ejemplos de vehiculos liquidos adecuados para administracion oral incluyen agua
(que contiene potencialmente aditivos como anteriormente, por ejemplo, derivados de celulosa, tales como solucién
de carboximetilcelulosa sddica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohidricos y alcoholes polihidricos tales como
glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de Arachis). Para composiciones
presurizadas, el vehiculo liquido puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propulsor farmacéuticamente aceptable.

Las formas farmacéuticas sdlidas para administraciéon oral incluyen, por ejemplo, capsulas, comprimidos, pastillas,
polvos y granulos. En dichas formas farmacéuticas sélidas, el derivado de GYS innovador puede mezclarse con al
menos un excipiente o vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable tal como citrato de sodio o fosfato de dicalcio y
uno o mas de: (a) rellenos o diluyentes tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico; (b)
aglutinantes tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma
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arabiga; (c) humectantes tales como glicerol; (d) agentes disgregantes tales como agar, carbonato de calcio, almidén
de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio; (e) agentes retardadores de la solucién
tales como parafina; aceleradores de la absorcién tales como compuestos de amonio cuaternario; (g) agentes
humectantes tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (h) absorbentes tales como caolin
y arcilla de bentonita; e (i) lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles
solidos, laurilsulfato de sodio y mezclas de los mismos. Otros excipientes adecuados para formulaciones solidas
incluyen agentes modificadores de la superficie, tales como agentes modificadores de la superficie no idnicos y
anionicos. Ejemplos representativos de agentes modificadores de la superficie incluyen, aunque sin limitacion,
poloxamero 188, cloruro de benzalconio, estearato de calcio, alcohol cetoestearilico, cera emulsionante de
cetomacrogol, ésteres de sorbitan, diéxido de silicio coloidal, fosfatos, dodecilsulfato de sodio, silicato de aluminio y
magnesio y trietanolamina. En el caso de capsulas, comprimidos y pastillas, la forma farmacéutica también puede
comprender agentes tamponantes.

También pueden emplearse composiciones sélidas de tipo similar como rellenos en capsulas de gelatina de relleno
blando y duro usando excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas farmacéuticas solidas de comprimidos, grageas, capsulas, pastillas y granulos
pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos de control de
la liberacion y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. Opcionalmente,
pueden contener agentes opacificantes y también pueden tener una composicion tal que liberen el ingrediente o
ingredientes activos Unica, o preferiblemente, en una parte determinada del tubo intestinal, opcionalmente, de manera
retardada. Ejemplos de composiciones de inclusién que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable administrar una composicion innovadora de forma local a una
zona especifica. Esto puede conseguirse, por ejemplo, y no a modo de limitacién, por infusién local durante cirugia,
aplicacion tépica, mediante inyeccidn, mediante un catéter, mediante un supositorio, 0 mediante un parche dérmico o
stent u otro implante.

Para administracion tépica, la composicion se formula, preferiblemente, como un gel, una pomada, una locién o una
crema que puede incluir vehiculos tales como agua, glicerol, alcohol, propilenglicol, alcoholes grasos, triglicéridos,
ésteres de 4cidos grasos o aceite de vaselina. Otros vehiculos topicos incluyen petroéleo liquido, palmitato de isopropilo,
polietilenglicol, etanol (95 %), monolaurato de polioxietileno (5 %) en agua o laurilsulfato de sodio (5 %) en agua. Otros
materiales tales como antioxidantes, humectantes, estabilizantes de la viscosidad y agentes similares pueden afadirse
segun sea necesario.

Ademas, en determinados casos, se espera que las composiciones innovadoras se puedan disponer dentro de
dispositivos transdérmicos colocados sobre, en o debajo de la piel. Dichos dispositivos incluyen parches, implantes e
inyecciones que liberan el ingrediente activo mediante mecanismos de liberacion pasiva o activa. Las administraciones
transdérmicas incluyen toda administracién a través de la superficie del cuerpo y de los revestimientos interiores del
paso corporal incluyendo tejidos epiteliales y mucosos. Dichas administraciones pueden realizarse usando las
presentes composiciones en lociones, cremas, espumas, parches, suspensiones, soluciones y supositorios (rectales
y vaginales).

La administracion transdérmica puede conseguirse a través del uso de un parche transdérmico que contiene un
ingrediente activo (es decir, el derivado de GYS) y un vehiculo que sea atéxico para la piel, y permita el suministro del
ingrediente para absorcion sistémica en el torrente sanguineo a través de la piel. El vehiculo puede adoptar multitud
de formas, tales como cremas y pomadas, pastas, geles y dispositivos oclusivos. Las cremas y pomadas pueden ser
un emulsiones liquidas viscosas o semisodlidas del tipo de aceite en agua o agua en aceite. Pueden ser adecuadas las
pastas compuestas por polvos absorbentes dispersos en petroleo o petréleo hidréfilo que contienen el ingrediente
activo. Puede usarse una diversidad de dispositivos oclusivos para liberar el ingrediente activo en el torrente
sanguineo, tal como una membrana semipermeable que cubre un depdsito que contiene el ingrediente activo con o
sin un vehiculo, o una matriz que contiene el ingrediente activo.

Las formulaciones de supositorio pueden fabricarse a partir de materiales tradicionales, incluyendo manteca de cacao,
con o sin la adicién de ceras para alterar el punto de fusién del supositorio, y glicerina. Las bases de supositorio
solubles en agua, tales como polietilenglicoles de diversos pesos moleculares, también pueden usarse.

Los materiales y métodos para producir diversas formulaciones se conocen en la técnica y pueden adaptarse para
poner en practica la invencion objeto. Las formulaciones adecuadas para el suministro de anticuerpos pueden
encontrarse, por ejemplo, en "Remington's Pharmaceutical Sciences", E.W. Martin, 18.2 Ed., 1990, Mack Publishing
Co.: Easton, PA.

B. Agentes biolégicamente activos adicionales
En determinadas realizaciones, GYS15 es el Unico ingrediente activo en una composiciéon farmacéutica de la presente

invencion. En otras realizaciones, la composicion farmacéutica comprende ademas uno o mas agentes biolégicamente
activos. Ejemplos de agentes bioldgicamente activos adecuados incluyen, aunque sin limitacion, agentes
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antineoplasicos, agentes antiinflamatorios, agentes inmunomoduladores, analgésicos, agentes antimicrobianos,
agentes antibacterianos, antibiéticos, antioxidantes, agentes antisépticos y combinaciones de los mismos. Ejemplos
de agentes antineoplasicos especificos, incluyendo anticuerpos antineoplasicos se han enumerado anteriormente.

En dichas composiciones farmacéuticas, el derivado de GYS y el al menos un agente terapéutico adicional pueden
combinarse en una o mas preparaciones para administracion simultanea, separada o secuencial del derivado de GYS
y uno o mas agentes terapéuticos. Mas especificamente, una composicion innovadora puede formularse de tal modo
que el derivado de GYS y el agente o agentes terapéuticos puedan administrarse conjuntamente o
independientemente entre si. Por ejemplo, el derivado de GYS y un agente terapéutico pueden formularse
conjuntamente en una sola composicién. Como alternativa, pueden mantenerse (por ejemplo, en diferentes
composiciones y/o recipientes) y administrarse por separado.

C. Paquetes o kits farmacéuticos

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas
recipientes (por ejemplo, viales, ampollas, tubos de ensayo, matraces o frascos) que contienen uno o mas ingredientes
de una composicién farmacéutica innovadora, que permite la administracién del derivado de GYS de la presente
invencion.

Los diferentes ingredientes de un paquete o kit farmacéutico pueden suministrarse en una forma soélida (por ejemplo,
liofilizada) o liquida. Cada ingrediente en general serd adecuado como alicuotas en su recipiente respectivo o se
proporcionara en forma concentrada. Los paquetes o kits de acuerdo con la invencion pueden incluir medios para la
reconstitucion de ingredientes liofilizados. Los recipientes individuales de los kits se mantendran preferiblemente en
confinamiento cercano para la venta comercial.

En determinadas realizaciones, un paquete o kit incluye uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Opcionalmente
asociado con el recipiente o recipientes puede haber un aviso o prospecto en la forma prescrita por una agencia
gubernamental que regula la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o biolégicos, reflejando dicho
aviso la aprobacion por la agencia de fabricacién, uso o venta para administracion a seres humanos. El aviso del
prospecto puede contener instrucciones para el uso de una composicion farmacéutica de acuerdo con métodos de
tratamiento divulgados en estes documento.

Un identificador, por ejemplo, un cédigo de barras, radiofrecuencia, etiquetas ID, etc., puede estar presente en o sobre
el kit. El identificador se puede usar, por ejemplo, para identificar de forma particular el kit con fines de control de
calidad, control de inventario, seguimiento del movimiento entre puestos de trabajo, etc.

Aspectos y ventajas adicionales de esta invencion se divulgaran en las siguientes figuras y ejemplos, que deben
considerarse ilustrativos y no limitantes del alcance de esta solicitud.

Ddescripcion de las figuras

Figura 1: Comparacion de los efectos de derivados de OS-EPS LMW con diferentes pesos moleculares sobre dos
lineas celulares de osteosarcoma, la linea celular de ratén POS-1 y la linea celular humana HOS. (A) Proliferacion
de ambas lineas celulares después de 7 dias de tratamiento. (B) Cinética de actividad bioldgica de dosis crecientes
de GYS15 sobre la proliferacion de células HOS. Se realizaron ensayos de proliferacion por recuento celular con
azul tripano para comparar la tasa de proliferacion celular entre grupos. OS-EPS 15 kDa (GYS15), OS-EPS 8 kDa
(GYS8), OS-EPS 4 kDa (GYS4), heparina (Hep) y control (CT). *p <0,05, **p <0,01, *** p<0,001.

Figura 2: Migracion de células de la linea celular humana HOS en presencia de diferentes derivados de OS-EPS
LMW (300 pg/ml): OS-EPS 15 kDa (GYS15), OS-EPS 8 kDa (GYS8), OS-EPS 4 kDa (GYS4), heparina (Hep) y
control (CT).

Figura 3: Invasion de lineas celulares de osteosarcoma, la linea celular de ratén POS-1 y la linea celular humana
HOS, en presencia de derivados de OS-EPS LMW con diferentes pesos moleculares: 25 pg/ml de OS-EPS 15 kDa
(GYS15), 50 pg/ml de OS-EPS 8 kDa (GYS8), 50 yg/ml de OS-EPS 4 kDa (GYS4), 50 pg/ml de heparina (Hep) y
control (CT). (A) Imagenes microscépicas de células HOS invasivas tratadas o no con GYS15 o heparina. (B) Las
células que migran a través de las camaras de Boyden se contaron en 5 campos microscopicos usando el programa
informatico Image J. *p <0,05; *** p<0,01.

Figura 4: Efecto del derivado de OS-EPS LMW 15 kDa (GYS15) (300 ug/ml) sobre el ciclo celular de lineas
celulares de osteosarcoma. Se estudio la distribucion del ciclo celular de células HOS humanas y POS-1 de ratén
por citometria de flujo después de 24 horas o 48 horas de tratamiento con GYS15.

Figura 5: Efecto del derivado de OS-EPS LMW 15 kDa (GYS15) sobre la expresion de MMP-2 y MMP-9 y sus

inhibidores (TIMP-1 y TIMP-2) en comparacion con heparina en células de la linea celular humana HOS. Las
células de osteosarcoma se trataron 1 hora, 3 horas, 6 horas, 8 horas 0 24 horas con GYS15 o heparina a una
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concentracion de 50 ug/ml o con PBS (control). La expresion celular de MMP y sus inhibidores en el sobrenadante
de células de osteosarcoma se determind por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

Figura 6: Efecto del derivado de OS-EPS LMW 15 kDa (GYS15) sobre el crecimiento tumoral de osteosarcoma
HOS in vivo. Se inocularon 22 x 10° células HOS en la zona paratibial de un modelo de ratén. Cuando el volumen
tumoral alcanzé 100 mm3, se inyectd GYS15 (2 mg/kg al dia o 6 mg/kg al dia) por via subcutanea cada dia y se
midio el crecimiento tumoral desde el dia 5 hasta el dia 35.

Figura 7: Efecto de derivado de OS-EPS LMW 15 kDa (GYS15) sobre la incidencia metastasica pulmonar. (A)
Incidencia metastasica en animales tratados (GYS15 o heparina; s.c. 6 mg/kg al dia) frente al control (PBS) en
porcentaje. (B) Analisis histoldgicos del tejido pulmonar de animales tratados o animales de control (* focos
metastésicos), aumento original: x400. (C) Tasa de supervivencia (%) de animales tratados (GYS15 o heparina)
en comparacién con el grupo de control (PBS), curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. N = 7 ratones/grupo;
p <0,05; p < 0,001.

Descripcion detallada de la invencidén

Los siguientes ejemplos describen algunos de los modos preferidos para preparar y poner en practica la presente
invencion. Sin embargo, debe entenderse que los ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar el
alcance de la invencion. Ademas, salvo que la descripcion en un ejemplo se presente en tiempo pasado, el texto, como
el resto de la memoria descriptiva, no pretende sugerir que los experimentos se realizaran realmente o que los datos
se obtuvieran realmente.

Materiales y métodos
General

Se produjo el exopolisacarido (EPS) GY785 bacteriano, se purificd y caracteriz6 como se describe previamente
(Guezennec et al., Carbohydr. Polym., 1998, 37: 19-24). La preparacion, purificacion y caracterizacién de los derivados
de EPS sobresulfatados (OS) de bajo peso molecular (LMW) se realizaron como se presenta previamente (Ruiz
Velasco et al., Glycobiology, 2011, 21: 781-795; documento WO 2006/003290). En resumen, en primer lugar se
despolimeriz6 EPS GY785 de alto peso molecular (HMW) natural usando un proceso de despolimerizacién de
radicales libres para obtener derivados LMW con diferentes pesos moleculares. Los derivados de EPS GY785 LMW
entonces se sulfataron en dimetilformamida (DMF) usando sulfato de piridina como agente de sulfataciéon dando lugar
a derivados de OS-EPS LMW. Se determinaron los pesos moleculares (Mw) antes y después de la sulfatacion por
HPSECMALS vy el contenido de azufre (% en peso de S) por cromatografia HPAEC. Se usaron ATR-FTIR y
espectroscopia de RMN para evaluar la eficacia de la reaccién de sulfatacion. La sal sédica de heparina de mucosa
intestinal porcina H4784 se adquirié de Sigma.

Ensayos de proliferacion

Se cultivaron células de la linea celular POS-1 en medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Biowhittaker) con
suero bovino fetal al 10 % (FBS, Hyclone, Francia). Se cultivaron células de la linea celular KHOS/NP (HOS, (ATCC,
EE. UU.)) en DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco, Biowhittaker) con FBS al 5 %. Las células, inicialmente
sembradas a la concentracion de 50 x 10° células/cm? se incubaron a 37 °C con atmosfera controlada de humedad
saturada y 5 % de COz. En la confluencia, las células se desprendieron usando tripsina-EDTA (Biowhittaker, tripsina:
0,5 g/l; EDTA (acido etilendiaminatetraacético): 0,2 g/l). La tripsina se neutralizé afiadiendo medio que contenia FBS
y las células se recogieron después de centrifugacion a 400 g. Las células de las lineas celulares POS-1 y HOS se
sembraron por triplicado a 2000 células por pocillo en una placa de 24 pocillos con 500 uyl de medio y se trataron en
presencia de GYS4 0 GYS8 0 GYS15 (25, 50 o 100 ug/ml) o con PBS (control). Se realizaron ensayos de proliferacion
contando manualmente las células vivas usando una célula de Malassez con azul tripano para comparar la tasa de
proliferacion celular entre grupos.

Ensayos de migracion

Las células sembradas (4 x 10°) en placas de 6 pocillos por duplicado se trataron con mitomicina C (Sigma - 4 ug/ml
durante 1 hora) para bloquear la proliferacion celular y se evalué la migracion de las células en presencia de GYS4 o
GYS8 0 GYS15 (25 0 50 ug/ml) o con PBS (control). En la confluencia, las células se rasparon cuidadosamente para
crear un hueco. Se adquirieron imagenes del hueco usando una camara Olympus DP12-2 (Olympus Corporation,
Tokio, Japon) inmediatamente después de empezar la incubacion y 24 horas, 48 horas y 72 horas después de empezar
la incubacion.

Ensayos de invasién
La invasion de las células cultivadas (POS-1 y HOS) se analizé usando camaras de Boyden (poros de 8 um, Becton

Dickinson Labware) cubiertas con una membrana de tereftalato de polietileno con recubrimiento de MATRIGEL®
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(2 ug/100 ul/pocillo en PBS frio) en placa de 24 pocillos (MULTIWELL™ 24, FALCON®). Los derivados de OS-EPS
LMW de 4 u 8 o 15 kDa (25, 50, 100 o 200 pg/ml) se afiadieron al Matrigel 30 minutos antes de la siembra de las
células. Se sembraron células tratadas previamente con mitomicina C (Sigma - 4 ug/ml durante 1 hora) en el
compartimiento superior de cubetas de 500 pl en medio de FBS al 1 % (2 x 10 células POS-1 o 3 x 10* células HOS)
y se dejaron durante una incubacion de 24 horas a 37 °C en atmodsfera humidificada de 5 % de COz2. Los pocillos
inferiores en el sistema se llenaron con medio de FBS al 10 % (700 ul) como quimioatrayente. Al final del periodo de
24 horas, se retiraron las células no invasivas con hisopos de algodén y las células invasoras presentes en la superficie
inferior de la membrana se fijaron con PFA (paraformaldehido) al 3 % y se tifieron con azul de metileno. Después del
secado, las células invasivas se contaron en 5 campos microscépicos usando el programa informatico Image J (Leica).
Todos los experimentos se realizaron 3 veces por duplicado. La invasion se expresa mediante el nUmero medio de
células/campo.

Analisis del ciclo celular

Las células se incubaron durante 24 horas, 48 horas o 72 horas en medio que contenia o no derivados de OS-EPS
LMW. Después del periodo de incubacion, las células tratadas con tripsina se incubaron en solucion salina tamponada
con fosfato que contenia Triton X-100 al 0,12 %, 0,12 mmol/l de acido etilendiaminatetraacético y 100 ug/ml de RNasa
A sin DNasa (Sigma). Después, se afiadieron 50 ug/ml de yoduro de propidio, y las células se incubaron durante 20
minutos a 4 °C en la oscuridad. Se estudié la distribucion del ciclo celular por citometria de flujo (Cytomics FC500;
Beckman Coulter, Roissy, Francia) basada en el contenido de ADN 2N y 4 N y se analiz6 usando el programa
informatico DNA Cell Cycle Analysis (Phoenix Flow Systems, San Diego, Calif) (Kapp et al., Expert Opin. Ther. Pat.
2013, 23: 1273-1295).

Expresion de metaloproteinasa de matriz

Las células se sembraron (5 x 10%) en placas de Petri (diametro de 60 mm) en 3 ml de medio con FBS. En la
confluencia, las células se trataron 1 hora, 3 horas, 6 horas, 8 horas o 24 horas con el derivado de OS-EPS LMW
15 kDa, GYS15, o heparina a 50 ug/ml o con PBS (control). Se determind la expresién de la metaloproteinasa de
matriz (MMP) e histoinhibidores de la metaloproteinasa (TIMP) por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
(gPCR). El ARN se extrajo usando NucleoSpin RNAII (Macherey Nagel, Duren, Alemania) y se uso6 para la sintesis de
ADNCc de primera hebra usando sistema de reaccion en cadena de la polimerasa instantanea (RT-PCR) ThermoScript
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). La PCR cuantitativa (qPCR) se realizé con un instrumento Chromo4 (Biorad,
Richmond, CA, EE. UU.) usando reactivos SYBR Green Supermix (Biorad).

Etica sobre animales

Todos los procedimientos que implicaban animales se realizaron de acuerdo con la Directiva 2010/63/EU del
Parlamento Europeo y el Consejo de 22 de septiembre de 2010 sobre la protecciéon de animales usados con fines
cientificos. Los protocolos presentados en este estudio los aprobé el comité ético francés (CEEA Pdl. 06) con el nimero
de protocolo 2010.34 y bajo la supervision de los investigadores autorizados. Ratones NMRI-atimicos macho de cuatro
semanas de edad [n = 6] y ratones C3H/HeN macho de cuatro semanas de edad [n = 7] de Elevages Janvier (Le
Genest Saint Isle, Francia) se mantuvieron en condiciones sin patdgenos en la Unidad de Tratamiento Experimental
(Facultad de Medicina, Nantes, Francia) de acuerdo con las directrices institucionales del comité ético francés (CEEA
Pays de la Loire - 06).

Modelo de ratéon de osteosarcoma

Ratones NMRI-atimicos macho de cuatro semanas de edad [n = 6 por grupo] se anestesiaron por inhalacién de una
mezcla de isoflurano/aire (1,5 %, 1 I/min) antes de recibir una inyeccion intramuscular de 2 x 108 células HOS en la
zona paratibial (en 50 uyl de tapon PBS) (Moriceau et al., Cancer, 2012, 118: 750-760). Asimismo, se inocularon
1,5 x 108 células POS-1 [n = 6 por grupo] en ratones C57BL/6 hembra de cuatro semanas de edad (Ségaliny et al.,
"Interleukin-34 promotes tumor progression and metastatic process in osteosarcoma through induction of angiogenesis
and macrophage recruitment”, Int. J. Cancer, 2015, en impresién). Aparecieron tumores en el sitio de inyecciéon 8 dias
después. Se calculé el volumen tumoral (V) a partir de la medicion de dos didmetros perpendiculares usando un calibre,
de acuerdo con la siguiente férmula: V = 0,5 x L x (S)?, en la que L y S son, respectivamente, los didmetros mas grande
y mas pequeno perpendiculares del tumor. Se realizdé un protocolo curativo, cuando el volumen tumoral alcanzé
100 mm3, los ratones se trataron con PBS (control) o con el derivado de OS-EPS LMW. Los polisacaridos diluidos en
tampon PBS (50 ul) se inyectaron por via subcutanea cada dia a 2 mg/kg o 6 mg/kg y se midié el crecimiento tumoral
desde el dia 5 hasta el dia 35. Este modelo de ratéon (modelo paratibial) se prefirié al modelo que usan inyeccion de
células tumorales directamente en la tibia (modelo intratibial) porque las lesiones 6seas eran muy similares al final del
experimento en los dos modelos y porque los resultados eran mas reproducibles en el primer modelo (es decir, el
modelo paratibial). Ademas, el modelo paratibial imita mas estrechamente las lesiones éseas observadas en seres
humanos.
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Modelo de ratén de metastasis pulmonar

Para estudiar el efecto de derivados de OS-EPS LMW sobre la capacidad metastasica de osteosarcoma, se inyectaron
1,5 x 10° células POS-1 usando la técnica de inyeccion retroorbitaria del seno venoso (Ory et al., Cancer, 2005, 104:
2522-2529). Los ratones se anestesiaron por inhalaciéon de una combinacién de isoflurano/aire (1,5 %, 1 I/min) y
recibieron buprenorfina después de la inyeccion de células tumorales (0,05 mg/kg; TEMGESIC®, Schering-Plough).
Se establecid un protocolo preventivo con ratones C3H/HeN macho de cuatro semanas de edad [n = 7 por grupo]
divididos en 3 grupos de tratamiento: PBS, heparina y GYS15. Se realizé una primera inyeccion subcutanea (12 mg/kg
de GYS15 o heparina en 50 ul de PBS) 30 minutos antes de la inyeccion de células POS-1. Después, se realizaron 4
inyecciones subcutaneas diariamente a 6 mg/kg para GYS15 o heparina. Se sacrificé a los ratones cuando los ratones
mostraron signos de desarrollo de metastasis (dificultad respiratoria, debilidad, pérdida de peso, cifosis dorsal). Se
recogieron los pulmones para analisis histologico y analisis macroscopico: los pulmones se clasificaron de acuerdo
con el tamafio (grande o pequefio) de las metastasis.

Anadlisis estadistico

Todos los experimentos in vitro se realizaron 3 veces. Los nimeros de células por recuentos medios de campo se
compararon mediante un ensayo de Wilcoxon no paramétrico. Los voliumenes tumorales medios se compararon
usando el ensayo de Kruskal-Wallis. La variable categérica de tamafio de las metastasis pulmonares se analizé por
ensayo exacto de Fisher. La diferencia se consideré significativa a p <0,05.

Resultados
Efecto in vitro de OS-EPS LMW en lineas celulares de osteosarcoma

Proliferacién celular y viabilidad celular. En comparacion con los controles, solamente GYS4 y GYS15 inhibieron
significativamente la proliferacion celular tanto de POS-1 de ratén como de HOS humanas. Se descubrié que el
derivado de OS-EPS LMW mas potente para inhibir la proliferacion de lineas celulares de osteosarcoma era GYS4
(figura 1A). GYS8 fue igual de potente que la heparina para inhibir la proliferacién celular de POS-1, pero no actuaba
tan eficazmente sobre células de la linea celular HOS (figura 1A). Aunque 3 dias de tratamiento con GYS15 no provocé
ningun efecto significativo sobre la proliferacion celular de HOS, 25 pg/ml de GYS15 disminuyd notablemente la
proliferacion celular de HOS después de 7 dias de tratamiento (figura 1B). En términos de viabilidad celular, no se
observo diferencia significativa entre todos los compuestos ensayados en comparacion con los controles (datos no
mostrados). Basandose en estos resultados, puede elaborarse la hipétesis de que los derivados de OS-EPS LMW
(GYS4 y GYS8) ejercen sus actividades a través de un efecto indirecto que requiere la liberacion de un segundo
mensajero bioldgico. Estos datos estan de acuerdo con los obtenidos con un OS-EPS de 24 kDa en células
osteoblasticas (Ruiz Velasco et al., Glycobiology, 2011,21: 781-795).

Migracién celular. Los autores de la presente invencion han investigado los efectos de los derivados de OS-EPS LMW
sobre la migracion celular de osteosarcoma usando un ensayo de cicatrizacion de heridas in vitro. Se descubrié que
todos los compuestos evaluados (GYS4, GYS8, GYS15 y heparina) inhibian la migracién de células murinas de
osteosarcoma POS-1 (datos no mostrados). En contraste con esta linea celular, solamente GYS4 y GYS15 mostraron
la capacidad de inhibir la migracién de células humanas de osteosarcoma HOS (figura 2), en particular, se descubrid
que GYS15 ralentizaba fuertemente la migracion de células HOS en comparacion con los otros compuestos.

Se admite que la heparina, que se administra en general como un anticoagulante, tiene una diversidad de actividades
biolégicas adicionales especialmente sobre células cancerosas (Laubli et al., Cancer Invest., 2009, 27: 474-481;
Falanga et al., Semin. Thromb. Hemost., 2007, 33: 688-694). Las evidencias experimentales in vitro e in vivo
demostraron que la heparina es un inhibidor eficaz de la migracion celular, la adhesion y la metastasis (Laubli et al.,
Cancer Invest., 2009, 27: 474-481). Pueden estar implicadas rutas moleculares comunes con la formacion de trombos
de plaquetas-células tumorales tales como la inhibicién de heparanasa o P-/L-selectina en esta actividad (Fritze et al.,
Biochem. Pharmacol., 2006, 72: 474-485). En contraste con la heparina, los derivados de OS-EPS LMW evaluados
en el presente trabajo inhibieron la migracién celular de osteosarcoma, lo que sugiere un mecanismo de accioén que
es independiente de la heparanasa y selectina. Se pueden elaborar hipétesis sobre los mecanismos que asocian la
inhibicion de la actividad integrina (Kapp et al., Expert Opin. Ther. Pat., 2013, 23: 1273-1295).

Invasion celular. Contrario a los otros compuestos, se descubrié que solamente GYS15 inhibia la capacidad de
invasion de las células de osteosarcoma con una tasa de inhibicion cercana a un 90 % después de 24 horas (figura
3A). Este efecto se observo tanto para la linea celular de ratén POS-1 como para la linea celular humana HOS a una
concentracion de 25 ug/ml (figura 3B).

Ciclo celular. A la concentracion de 300 ug/ml, GYS15 no tuvo efecto significativo sobre el ciclo celular de las lineas
celulares de raton POS-1 y humana HOS (figura 4). La heparina no tuvo efectos sobre el ciclo celular a la misma
concentracion (datos no mostrados). Se obtuvieron datos similares después de 72 horas de tratamiento (datos no
mostrados).

Expresion en linea celular humana de osteosarcoma (HOS) de metaloproteinasas de matriz (MMP) y sus
inhibidores (TIMP)
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Como se descubrié que GYS15 modulaba la migracién e invasion de células humanas de osteosarcoma HOS, los
autores de la presente invencién analizaron la expresién de los principales reguladores clave de estos procesos,
especialmente MMP y sus inhibidores TIMP. Como se esperaba, las células humanas de osteosarcoma HOS
expresaban MMP-2, MMP-9, asi como sus inhibidores TIMP-1y TIMP-2 (figura 5). MMP-2 'y su inhibidor (TIMP-2) no
se modularon por el tratamiento con GYS15 o con heparina. Por el contrario, la expresion de MMP-9 se aumenté por
GYS15 de una manera dependiente del tiempo. De hecho, 50 pg/ml de GYS15 indujeron un aumento de dos veces
de la expresion de ARNm de MMP-9 en comparacion con las células no tratadas (figura 5). Simultaneamente, se
descubrié que GYS15 modulaba por aumento la expresion de TIMP-1, que es un inhibidor natural de la actividad de
MMP-9. La heparina modulé solamente la expresion de TIMP-1 (figura 5).

Si MMP-9 esté ligada a la migracion, proliferaciéon y capacidad de invasion de las células de osteosarcoma (Zhang et
al., Int. Immunopharmacol., 2015, 24: 50-58; Ma et al., Eur. Rev. Med. Pharmacol. Sci., 2013, 17: 1102-1109), el uso
de MMP-9 como biomarcador de supervivencia en pacientes con osteosarcoma sigue siendo controvertido (Li et al.,
Tumour Biol., 2014, 5: 5487-5491; Zhang et al., Tumour Biol., 2015, 36: 35: 5-6). No obstante, las propiedades
antiinvasiva y antimigradora de GYS15 pueden explicarse parcialmente por la modulacién del equilibrio entre MMP-9
y su inhibidor TIMP-1 (Cottam y Rees, Int. J. Oncol., 1993, 2: 861-872). GYS15 aumenté tanto MMP-9 como TIMP-1;
sin embargo, el equilibrio resultante entre la enzima y su inhibidor es a favor de la inhibicion.

Estudios in vivo

Crecimiento de tumor 6seo maligno primario. Se realizé un tratamiento curativo en un modelo de raton (modelo
paratibial) de osteosarcoma inducido por inoculacion con células de la linea celular de ratén POS-1 o de la linea celular
humana HOS. El tratamiento empezo6 cuando el volumen tumoral alcanzé 100 mm? (dia 0) y los ratones se dividieron
en 3 grupos: 1-tratados con PBS (control); 2-tratados con GYS15 y 3-tratados con heparina. Los polisacaridos se
inyectaron por via subcutanea (50 ul) cada dia a 2 mg/kg o 6 mg/kg y se midié el crecimiento tumoral desde el dia 5
hasta el dia 9. El crecimiento tumoral fue similar en los 3 grupos (datos no mostrados). Estos resultados demuestran
que tanto GYS15 como la heparina no tenian efecto sobre el tumor de osteosarcoma primario inducido por la linea
celular de raton POS-1 (datos no mostrados) o la linea celular humana HOS (figura 6). Ninguno de los dos
polisacaridos pudo inhibir el crecimiento tumoral primario en modelos preclinicos de osteosarcoma en raton. GYS15
no tuvo efecto proapoptotico sobre células de osteosarcoma, como se analiza por tincion con marcaje de extremos
con mella por desoxinucleotidil transferasa dUTP terminal (TUNEL) (datos no mostrados).

Modelo de metastasis pulmonar a partir de osteosarcoma de ratén. Se concibid un tratamiento preventivo para estudiar
el efecto de GYS15 sobre la capacidad metastasica de osteosarcoma mediante la técnica de inyeccién retroorbitaria
del seno venoso en ratones (Cottam y Rees, Int. J. Oncol., 1993, 2: 861-872). En este experimento, los ratones
recibieron células POS-1, surgiendo las metastasis espontdneamente después de inyeccion de la linea celular POS-
1. Los ratones tratados con GYS15 mostraron significativamente menos metastasis (una disminucion de
aproximadamente un 40 %) que los ratones no tratados o los tratados con heparina (p <0,001) (figura 7A). Los analisis
histolégicos de tejido pulmonar mostraron que los ratones tratados con GYS15 no mostraban la presencia de focos
metastasicos de forma similar a la heparina, en contraste con el grupo de control tratado con un vehiculo (PBS) (figura
7C). Esta menor incidencia de metastasis pulmonares detectables estuvo acompafiada de una mejora de la tasa de
supervivencia de los animales, un 70 % de los animales tratados sobrevivieron 65 dias después de la inyeccion de la
linea celular POS-1, mientras que en el grupo de control solamente un 14 % de los animales sobrevivieron ese tiempo
(figura 7C). Como se esperaba, la heparina disminuyd la incidencia metastasica pulmonar (Laubli et al., Cancer Invest.,
2009, 27: 474-481; Falanga et al., Semin. Thromb. Hemost., 2007, 33: 688-694). No se observaron efectos adversos
de GYS15 en ratones. Por lo tanto, GYS15 presenta actividad antimetastasica y su baja eficacia en ensayos de
coagulacion (Roger et al., Carbohydr. Res., 2004, 339: 2371-2380; Ruiz Velasco et al., Glycobiology, 2011,21: 781-
795), es claramente un valor terapéutico afiadido.

Conclusiones

En el presente estudio, se demostré el interés terapéutico de tres exopolisacaridos bacterianos marinos de bajo peso
molecular sobresulfatados. Con su baja eficacia en los ensayos de coagulacién y su capacidad de reducir la invasividad
in vitro de las células de osteosarcoma, asi como el proceso metastasico, los OS-EPS LMW representan una nueva
clase de polisacaridos con alto interés en oncologia. En el presente estudio, solamente GYS15 pudo inhibir
eficazmente tanto la migracién como la capacidad de invasion de las células de osteosarcoma in vitro. Ademas, se
descubrié que GYS15 era muy eficaz en inhibir la formaciéon de metastasis pulmonares in vivo.

Dichos polisacaridos también podrian ser utiles para desarrollar nuevos sistemas de suministro para agentes

quimioterapicos convencionales, incluso si su mecanismo de accién ain no es conocido (Arpicco et al., Molecules,
2014, 19: 3193-3230).
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REIVINDICACIONES

1. Un exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para su uso en la prevenciéon o inhibicion de la formacién de
metastasis en un sujeto, en el que dicho exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa se obtiene por un método que
comprende las siguientes etapas:

(a) una etapa que consiste en despolimerizacion de radicales libres de un exopolisacarido natural marino (EPS) de
la cepa GY785 del género Alteromonas para obtener un EPS despolimerizado que tiene un peso molecular de
5000 a 100 000 g/mol;

(b) una etapa posterior que consiste en la sulfatacion del EPS despolimerizado para obtener un EPS
despolimerizado sobresulfatado, que comprende afadir al EPS despolimerizado al menos un agente de sulfatacion
en una cantidad suficiente para obtener un polisacarido sulfatado que tiene un grado de sustitucién de grupos
sulfato entre un 10 % y 45 % en peso con respecto al peso total del EPS despolimerizado sobresulfatado; y

(c) una etapa posterior que consiste en aislar el exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa (GYS15) del EPS
despolimerizado sobresulfatado.

2. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa de
aislar GYS15 del EPS despolimerizado sobresulfatado se realiza por fraccionamiento, en particular fraccionamiento
realizado por cromatografia de exclusion por tamaiio.

3. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el
que el sujeto es un paciente con cancer.

4. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el paciente
con cancer padece un cancer, o ha experimentado previamente tratamiento para el cancer.

5. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el paciente
con cancer que padece un cancer esta experimentando tratamiento para el cancer.

6. El exopolisacéarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
5, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.

7. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
6, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer 6seo, cancer de pulmoén, cancer de higado,
cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero,
cancer de ovario, cancer rectal, cancer de la region anal, cancer de estébmago, cancer de colon, cancer de mama,
cancer de utero, carcinoma de los drganos sexuales y reproductores, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago,
cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula
paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de rifion,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), cancer
neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma, meningioma y adenoma de pituitaria.

8. El exopolisacarido sobresulfatado de 15 kDa para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a
6, en el que el cancer es osteocarcinoma.

9. Una composicién farmacéutica para su uso en la prevencion o inhibicion de la formacién de metastasis en un sujeto,
comprendiendo la composicion farmacéutica una cantidad terapéuticamente eficaz del exopolisacarido sobresulfatado
de 15kDa como se define en la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 y al menos un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

10. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que el sujeto es un paciente con
cancer.

11. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el paciente con cancer
padece un cancer o ha experimentado previamente tratamiento para el cancer.

12. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacién 10 o reivindicacion 11, en la que el
paciente con cancer que padece un cancer esta experimentando tratamiento para el cancer.

13. La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que
el cancer se selecciona del grupo que consiste en carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia.

14. La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la que
el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer 6seo, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de
pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de utero, cancer de
ovario, cancer rectal, cancer de la regiéon anal, cancer de estdmago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de
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Utero, carcinoma de los 6rganos sexuales y reproductores, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del
intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la gldndula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea,
cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de rifidn, carcinoma de células
renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), cancer neuroectodérmico,
tumores del eje espinal, glioma, meningioma y adenoma de pituitaria.

15. La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la que
el cancer es osteocarcinoma.
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