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DESCRIPCION
Conjugado de HA-paclitaxel para el tratamiento del mesotelioma
Objeto de la invencién

La presente invencién describe un conjugado de é&cido hialurdnico con paclitaxel y una composicién que
comprende o consiste en dicho conjugado asociado con diluyentes/excipientes farmacolégicamente aceptables,
para su uso en el tratamiento locorregional del mesotelioma, particularmente pleural maligno.

Campo de la invencién

El término membrana o tlnica serosa significa un tejido particular formado por un epitelio pavimentoso simple
conocido como mesotelio sostenido por un tejido conectivo subyacente, vascularizado e inervado. La funcién de
la serosa es recubrir los érganos del térax y del abdomen, por ello se distingue en visceral, la capa o ldmina que
recubre el érgano, y parietal, la capa o lamina exterior que recubre y que esté orientada hacia la pared; entre las
dos capas se identifica una cavidad virtual conocida como cavidad serosa que contiene cantidades moderadas
de liquido seroso producido por el mesotelio, mientras que el tejido conectivo subyacente proporciona un
suministro de sangre y nervios estando el mesotelio completamente libre de vasos sanguineos y nervios.

En funcidn de la pared o el érgano recubierto, una serosa se distingue en:

recubrir el corazén y el mediastino, conocido como pericardio;

recubrir los pulmones y la pared toracica, conocida como pleura;

recubrir la pared abdominal y los érganos contenidos en la misma, conocido como peritoneo;
recubrir el testiculo, conocido como tunica vaginal,

recubrir por ultimo el Utero, conocido como perimetrio.

La pleura es, por lo tanto, una membrana serosa de doble pared que recubre y se adhiere a la pared interna del
térax con su lamina parietal y a la pared distal de cada pulmén con su lamina visceral.

La neoplasia que surge de las células del mesotelio se llama mesotelioma y, por lo tanto, puede originarse en el
térax, el abdomen y, de manera muy inusual, en la cavidad que rodea el corazén y en la membrana que recubre
los testiculos.

El mesotelioma es un tumor raro que representa menos del 1% de todas las enfermedades oncolégicas, aunque
su incidencia aumenta constantemente con 2,2 casos por millon de personas; es una neoplasia muy agresiva y la
forma méas comun es la que afecta la pleura: en este caso se define como mesotelioma pleural maligno (MPM)
que representa alrededor del 80% de todos los mesoteliomas, siendo mas raros los mesoteliomas peritoneales,
pericardicos y testiculares; méas frecuente en hombres, la incidencia del mesotelioma aumenta con la edad con
un 75% de los pacientes mayores de 65 afios.

El factor de riesgo mas importante para el mesotelioma pleural (pero en general para todos los tipos de
mesotelioma) esta representado por la exposicién al asbesto: de hecho, la mayoria de estos tumores afectan a
personas que entraron en contacto con esta sustancia principalmente en el lugar de trabajo o conviviendo con
personas que lo trabajan. El asbesto es un mineral natural de estructura fibrosa que pertenece a la clase quimica
de los silicatos y, debido a su peculiar resistencia al calor, ha sido ampliamente utilizado en el pasado para
sellado y aislamiento de tejados (en un material conocido como Eternit), barcos y trenes, en la construccion
(tejas, suelos, pinturas...), en trajes de bombero, en automoéviles (componentes mecénicos y pinturas) y en otros
sectores.

Cuando este mineral se fragmenta, por ejemplo durante la extraccién y procesamiento del mineral o por el
desgaste del material que lo contiene, se produce un polvo muy fino que permanece suspendido en el aire
incluso durante mucho tiempo y es facilmente inhalado. Este polvo puede dafiar las células mesoteliales
causando (en algunos casos) cancer incluso décadas después de la exposicidn. Otros factores de riesgo para el
mesotelioma son:

e el virus simio SV40, utilizado en las vacunas contra la polio entre 1955 y 1963;
o dibdxido de torio utilizado entre los afios 1920 y 1950;
e radiaciones al térax y al abdomen.

(Sekido Y. et al., Carcinogenesis, 2013, 34(7):1413-9; Remon J. Et al., Cancer Treat Rev, 2013, 39(6):584-91).

El tratamiento del mesotelioma depende en general del sitio del tumor, el estadio de la enfermedad, la edad del
paciente y el estado de salud general. Las opciones de tratamiento estéandar incluyen cirugia, radioterapia y
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quimioterapia.

En general, en el MPM en estadio |, el tumor se limita a la pleura parietal y no esta presente en los ganglios
linfaticos; en el estadio Il también afecta la pleura visceral, el pulmén o el diafragma; en el estadio Ill, el tumor ha
invadido la primera capa de la pared toracica, parte del mediastino o un punto de la pared toracica; también
puede afectar la superficie exterior del pericardio y los ganglios linfaticos de uno de los dos lados del térax; en el
estadio IV, el tumor ha alcanzado otros 6rganos (metéastasis) como el higado, el cerebro, los huesos o los
ganglios linfaticos de ambos lados del térax.

De acuerdo con estudios clinicos recientes, la quimioterapia puede considerarse como el Unico tratamiento capaz
de prolongar (al menos en parte) la vida del paciente, mejorando aunque de forma limitada, su calidad. Los
medicamentos aprobados para tal uso, cominmente usados solos (0 mas a menudo en combinacién), son
pemetrexed (Alimta®), cisplatino y raltitrexed (Tomudex®); en cambio, la mitomicina, la vinorelbina y la
gemcitabina todavia se encuentran en la etapa experimental; sin embargo, el mesotelioma pleural maligno MPM
(al igual que todas las demas formas de mesotelioma) generalmente es refractario a tales tratamientos y los
resultados obtenidos son modestos (Stahel RA et al, Ann Oncol, 2015, 26(8):1649-60). Los agentes
quimioterapéuticos también tienen efectos secundarios muy debilitantes y, por lo tanto, existen muchas
incertidumbres e incluso contraindicaciones sobre la oportunidad de iniciar la quimioterapia en el momento del
diagndstico o durante la aparicién de los primeros sintomas de MPM.

En Sasai Masao et al., ANTICANCER RESEARCH, vol. 36, no. 3, paginas 907-912, se usa un conjugado de
acido hialurénico y un compuesto de boro en el tratamiento del mesotelioma.

Hasta la fecha no existe ninguna terapia capaz de tratar o ralentizar significativamente el mesotelioma pleural
maligno, sélo es posible reducir su masa tumoral y, en consecuencia, prolongar la sobrevida del paciente por
unos meses. Los procedimientos mas exitosos involucran las etapas més tempranas de la enfermedad y
combinan quimioterapia preoperatoria con procedimiento quirtrgico y radioterapia posoperatoria posterior. Sin
embargo, este enfoque sdlo puede proponerse a pacientes muy jévenes sin enfermedades concomitantes. En
cualquier caso, todavia no se dispone de estudios adecuados que demuestren un beneficio efectivo en términos
de prolongacién de la vida. Desafortunadamente, el tiempo medio de sobrevida después del diagnéstico sigue
siendo de 6 a 9 meses sin quimioterapia y de 12 meses con dicha terapia.

Por las razones anteriores, se estdn probando nuevos enfoques farmacéuticos como, por ejemplo, la
inmunoterapia o tratamientos directamente dirigidos al tratamiento de la neoplasia mediante el uso de sistemas
de administracién de medicamentos. De hecho, tales sistemas pueden transportar medicamentos directamente al
sitio del tumor, permitiendo el tratamiento de la neoplasia con dosis mas bajas de agente quimioterapéutico que
un tratamiento sistémico, por lo tanto con una toxicidad menor y dando como resultado una mejor calidad de vida
del paciente, pero especialmente, tales sistemas, cuando son realmente eficaces, son capaces de aumentar
significativamente la esperanza de vida de un paciente con cancer.

El &cido hialurénico es uno de los polimeros (y polisacéridos) utilizados en la formacién de tales sistemas de
administracién de medicamentos, tanto como polimero asociado como polimero quimicamente unido a
numerosas categorias de farmacos antineoplasicos (Liao YH et al., Drug Deliv., 2005, 12(6):327-42). EI HA es un
heteropolisacarido compuesto por residuos alternantes de acido D-glucurdnico y N-acetil-D-glucosamina, es un
polimero de cadena lineal con un peso molecular comprendido entre 50.000 y 13 x 10° Da, dependiendo de la
fuente de la que se obtiene y de los procedimientos de preparacién utilizados. Esta presente de forma natural en
los geles pericelulares, en la sustancia esencial del tejido conectivo de los organismos vertebrados, en el liquido
sinovial de las articulaciones, en el humor vitreo y en el cordén umbilical. El HA juega un papel importante en el
organismo biolégico, por ejemplo como soporte mecénico de las células de muchos tejidos como la piel,
tendones, musculos y cartilagos, siendo el componente principal de la matriz extracelular, pero también
desempefiando otras funciones tales como la hidratacién de los tejidos, lubricacién, migracién y diferenciacion
celular (Weigel P. et al., J Theoretical Biol, 1986:219-234). Entre los sistemas de administracién de
medicamentos que utilizan el HA, el conjugado de paclitaxel con acido hialurdnico (HA) derivatizado con
moléculas de hidrazida unidas al grupo carboxilo del HA a través de un enlace amida (Luo Y. et al,
Biomacromolecules, 2000, 1(2) :208-218) es conocido; sin embargo, hasta la fecha no existen ensayos
preclinicos o clinicos que hayan demostrado la efectividad de dicho derivado.

También se conoce el sistema constituido por el HA conjugado con paclitaxel mediante un espaciador
(EP2045270): dicho conjugado ha sido probado in vitro (y particularmente en células de cancer de vejiga, de
cancer de mama y de cancer de ovario) demostrando ser al menos tan eficaz como activo como medicamento de
referencia, y protocolos clinicos in vivo (actualmente en curso) sobre el tratamiento del cancer de vejiga no
invasivo (IT 102018000009731).

La conjugacién con HA hace que el paclitaxel sea soluble y, por lo tanto, la administracién de paclitaxel puede
realizarse sin los mudltiples fendmenos de hipersensibilidad que usualmente ocurren durante el uso del
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medicamento debido a la presencia de Cremophor EL, el disolvente de solubilizacién actualmente utilizado en los
protocolos clinicos estadndar, cuya presencia es necesaria precisamente porque el principio activo es liposoluble
(Taxol®). Paclitaxel es un agente anticancerigeno (Huizing MT et al., Cancer Inv., 1995, 13: 381-404) que realiza
su accién antiproliferativa actuando sobre la organizacién de los microtibulos del sistema citoesquelético celular
impidiéndole la reorganizacién normal durante el proceso de divisién mitética (Manfredi JJ et al., J Cell Biol,
1982, 94:688-696); sus principales indicaciones terapéuticas son el tratamiento del cdncer de mama, céancer de
pulmén, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de prostata y endometrio, y no comprende el tratamiento del
mesotelioma.

En el conjugado de HA-paclitaxel, el enlace entre paclitaxel y HA permite que el farmaco alcance directamente la
superficie de la membrana de la célula tumoral caracterizada por una sobreexpresién del receptor de HA, CD44
(Isacke CM et al., Int J Biochem Cell Biol, 2002, 34:718-21). En consecuencia, el paclitaxel conjugado con HA es
capaz de unirse especificamente al CD44 de la célula tumoral, siendo asi capaz de entrar en el citoplasma
celular donde, mediante la hidrélisis del enlace farmaco/HA, se activa. Este mecanismo de transporte selectivo
del farmaco se define como "dirigido" hacia la célula diana.

Descripcion detallada de la invencién

El objeto de la presente invencién es el conjugado de HA-paclitaxel para su uso en el tratamiento locorregional
de mesotelioma, por lo tanto mesotelioma pleural maligno, mesotelioma pericardico y mesotelioma peritoneal, en
particular para su uso en el tratamiento de MPM, en el que dicho conjugado de HA-paclitaxel tiene un enlace
éster entre el carboxilo del acido hialurénico (HA) y un espaciador, unido a su vez mediante un enlace éster a
través de su carboxilo al grupo hidroxilo al carbono C2' de paclitaxel, en el que el espaciador introducido es el
acido 4-bromobutirico, y en el que el grado de derivatizacién de paclitaxel en el conjugado de HA-paclitaxel esta
dentro del intervalo que varia del 15% al 21% peso/peso (p/p), y preferentemente del 16% al 20% p/p.

En lo sucesivo en la presente descripcién, el grado de derivatizacion (o esterificacién) del conjugado mencionado
anteriormente significa el porcentaje en peso de paclitaxel con respecto al peso del conjugado de HA-paclitaxel.

Por lo tanto, 100 mg de conjugado con un grado de derivatizacién comprendido entre 15% y 21% p/p, contendréan
15 mg, 16 mg, 17 mg, 18 mg, 19 mg 0 20 mg, 0 21 mg de paclitaxel quimioterapéutico dependiendo del grado de
derivatizacién indicado (para ejemplificar alin més esto, el grado de derivatizacién al 20% p/p contiene 20 mg de
paclitaxel por 100 mg de conjugado); sin embargo, es obvio para el experto en la técnica que, al final de dichos
procesos de sintesis industrial, puede producirse una pequefia variacién en las relaciones en peso entre las
moléculas, por lo que en lo sucesivo el Solicitante, que describe y reivindica el intervalo de derivatizacién del
conjugado antes mencionado, comprende entre 15% y 21% p/p, pretende reivindicar todos los valores
porcentuales reportados que comprenden £1%: a modo de ejemplo, el grado del 20% p/p debe entenderse por
consiguiente como 20% * 1%.

El conjugado de HA-paclitaxel para el uso anteriormente reivindicado fue preparado de acuerdo con un proceso
de sintesis conocido en el estado de la técnica como se describe en EP2045270 y, para el grado de
derivatizacién del 20%, mejorado en IT 102018000009731.

En términos generales, en dicho proceso de sintesis del conjugado mencionado anteriormente, el
espaciador/enlazador acido 4-bromobutirico es introducido entre el &cido hialurénico y el paclitaxel mediante la
formacion del enlace éster entre el carboxilo del acido hialurénico y el espaciador, siendo dicho espaciador unido
a su vez (siempre mediante enlace éster) a través de su carboxilo al grupo hidroxilo del carbono C2' de
paclitaxel, mas precisamente al grupo carboxilo del acido 4-bromobutirico, mediante activacién con un agente
activador y en presencia de un catalizador, formar un enlace éster con la funcién hidroxilo al carbono C2' de
paclitaxel; posteriormente el intermedio obtenido de este modo reacciona con una sal de HA, en condiciones
adecuadas, dando lugar a la sustitucion nucleéfila de COO- de HA al carbono unido al bromo del espaciador-
enlazador. De esta manera, se forma el enlace éster entre el HA y el espaciador-enlazador previamente unido a
paclitaxel.

El HA utilizado para la sintesis de dicho conjugado de HA-paclitaxel puede derivar de cualquier fuente, por
ejemplo, mediante extraccién de crestas de gallo (EP0138572, WO2018020458), por via fermentativa
(EPQ0716688), o por via biotecnolégica (EP2614088, EP2614087) y que tiene una peso molecular (MW) promedio
en peso que oscila de 400 a 3 x 10° Da, particularmente de 400 a 1 x 108 Da, incluso mas particularmente de
140.000 a 250.000 Da (peso molecular promedio en peso significa el calculado con el procedimiento de
"viscosidad intrinseca" (Terbojevich et al., Carbohydr Res, 1986, 363-377).

Preferentemente, el HA usado para la sintesis del conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con la
presente invencidén es un HA fermentativo con un MW promedio en peso comprendido entre 140.000 y 250.000
Da.
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Preferentemente, el conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con la presente invencién tiene un grado
de derivatizacion promedio del 20% p/p.

Un objeto adicional de la presente invencién es también una composicién farmacéutica que consiste
esencialmente en el conjugado de HA-paclitaxel descrito anteriormente, asociado con diluyentes/excipientes
farmacolégicamente aceptables, preferentemente una composicién farmacéutica formulada en agua isoténica
estéril, que contiene 5% p/v de glucosa para su uso en el tratamiento locorregional del mesotelioma, por lo tanto
del mesotelioma pleural maligno, mesotelioma pericardico y mesotelioma peritoneal, preferentemente para su
uso en el tratamiento del mesotelioma pleural maligno.

De este modo, dicha composicion farmacéutica se formula como una solucién acuosa estéril e isotbnica, que
consiste esencialmente en el propio conjugado.

El Solicitante describe y reivindica el conjugado para el uso anterior en el tratamiento locorregional de todas las
formas de mesotelioma conocidas y citadas anteriormente y preferentemente el uso en el tratamiento
locorregional de MPM, ya que el efecto sinérgico de HA y paclitaxel unidos quimicamente en el conjugado objeto
de la invencién, tanto en ensayos realizados in vitro como in vivo frente al paclitaxel no conjugado, se demuestra
a continuacién.

Los resultados obtenidos, tanto en términos de ICsq para estudios in vitro, como expresados como valores de
bioluminiscencia como indice del tamafio de la masa tumoral en los animales tratados, demuestran
sorprendentemente la potencia farmacolédgica del conjugado de HA-paclitaxel y el efecto sinérgico del conjugado
de acido hialurénico con agente quimioterapéutico frente a paclitaxel no conjugado en el tratamiento del
mesotelioma, en particular del mesotelioma pleural.

Tal resultado es aun més importante considerando el tratamiento locorregional que se pretende reivindicar para
dicho conjugado: esta via de administracién, es decir, intrapleural o intraperitoneal e intrapericardica, permite de
hecho la administracién del conjugado directamente a la masa tumoral a dosis mas bajas/analogas o incluso
superiores al agente quimioterapéutico de referencia, con el fin de obtener una eficacia terapéutica superior al
farmaco de referencia manteniendo un alto perfil de seguridad.

De hecho, el conjugado de HA-paclitaxel permanece como depdsito en la cavidad de administracion
directamente en contacto con la masa tumoral durante tiempos prolongados, permitiendo asi su concentracion
principalmente en el sitio de accidén (y no a nivel sistémico), maximizando de esta manera la interaccién con el
tumor sin dafiar el tejido circundante, reduciendo los efectos secundarios. También se utiliza el mecanismo de
transporte selectivo del farmaco a la célula tumoral para la alta expresion de CD44 en la superficie de dichas
células, mediante la accién "dirigida" del 4cido hialurénico.

Los ensayos con animales descritos a continuacion demuestran especialmente la eficacia /in vivo de dicho
conjugado de HA-paclitaxel, en los que dicha eficacia dara como resultado en humanos no sélo un aumento de la
sobrevida de las personas enfermas, sino también una mejor calidad de vida para una categoria de pacientes
que, como se informé anteriormente, tienen una esperanza de vida extremadamente limitada incluso después del
tratamiento de quimioterapia.

Ejemplo 1

Citotoxicidad del conjugado de HA-paclitaxel en células de mesotelioma frente a paclitaxel

Procedimiento experimental: la actividad citotéxica del conjugado de HA-paclitaxel objeto de la invencidn ha sido
evaluada in vitro realizando el ensayo MTT en lineas celulares de mesotelioma humano disponibles
comercialmente H2052, H28 y H2452, en el que todas de dichas lineas celulares expresan el receptor CD44 para
acido hialurdnico. El conjugado utilizado para tal ensayo se prepard de conformidad con IT 102018000009731,
por lo tanto con un grado de derivatizacién promedio del 20% p/p a partir de un HA fermentativo con un peso
molecular promedio comprendido entre 140.000 y 250.000 Da.

Las células se sembraron en placas (Dia 0) en placas multipocillos de 96 pocillos de fondo plano (3000 células
por pocillo) en medio de cultivo EMEM (SIGMA, Saint Louis, Missouri, EE. UU.) y posteriormente se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en la presencia de 5% de CO, Al dia siguiente (Dia 1), el medio se cambid
proporcionando a las células un medio EMEM fresco que contenia alternativamente paclitaxel, como control, o el
conjugado de HA-paclitaxel en diluciones adecuadas. Después de dos dias de incubacién (Dia 3), cada pocillo
que contenia las células fue tratado con 100 ul de reactivo de bromuro de 3-2,5-difeniltetrazolio (5 mg/ml en
DMEM) durante 90 minutos. Posteriormente, al retirar el reactivo de cada pocillo y la correspondiente adicién de
100 pl de DMSO, se midi6 la absorbancia de la sal de formazan (azul, producida por la reaccién de rotura del
anillo de tetrazolio MTT, realizada por la enzima mitocondrial "succinato deshidrogenasa” presente sélo en las
células viables) a la longitud de onda de 570 nm mediante un lector multiplacas. Dicho ensayo de MTT,
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ampliamente conocido por el experto en la técnica, permite evaluar la viabilidad de las células tratadas con el
conjugado frente a las tratadas con paclitaxel solo y, por lo tanto, determinar la susceptibilidad de las células
mencionadas anteriormente a las muestras analizadas. Luego se normalizaron los datos para el control y se
calculd el valor de ICso en pg/ml de conjugado (expresado en términos de equivalentes de paclitaxel) en
comparacién con paclitaxel no conjugado.

Los resultados se resumen en la tabla siguiente en la que es claramente evidente que el conjugado de HA-
paclitaxel muestra una actividad (por lo tanto una eficacia antitumoral) hasta 65-70 veces mayor que la del
paclitaxel no conjugado.

ICs0 normalizada, ug/ml

HA-paclitaxel paclitaxel
H2452 0,0122 0,8
H28 0,033 0,787
H2052 0,0342 0,225

Ejemplo 2

Ensayo in vivo en ratones NSG inmunodeficientes

Las lineas celulares de mesotelioma humano H2052 fueron transducidas con un vector lentiviral (procedimiento
mediante el cual los genes pueden insertarse en las células utilizando el lentivirus) que contiene un promotor
bidireccional que permite la expresidn alta y coordinada de dos genes indicadores para la sintesis de luciferasa y
eGFP (Proteina Fluorescente Verde mejorada), como se describe en Amendola et al., Nat Biotechnol 2005,
23:108-16: la luciferasa es una enzima que cataliza la oxidacién de la luciferina, cuya oxidacion emite energia
(electrones) en forma de radiacién luminosa y dicha reaccién tiene una sensibilidad ultra alta; la eGFP se deriva
de la medusa Aequorea victoria y es capaz de emitir luz verde brillante cuando se expone a determinadas
longitudes de onda; ambas proteinas se utilizan a continuacién como "sistema marcador” para células de
mesotelioma humano H2052 transducidas como anteriormente, con el fin de identificar la masa tumoral que se
forma en animales inyectados con dichas células y determinar sus dimensiones y el crecimiento en el tiempo a
través de un sensor de bioluminiscencia adecuado.

Las células se incubaron durante 6 horas en una mezcla de medio completo (RPMI + 10% FBS, 1% HEPES, L-
glutamina y penicilina/estreptomicina) que contenia el vector mencionado anteriormente y sulfato de protamina.
Al final de las 6 horas de incubacién, los sobrenadantes se reintegraron con el medio completo. Después de 5
dias, se evalué el efecto de la transduccién mediante citometria de flujo.

Luego, las células se expandieron y subdividieron con el fin de aislar la poblacién con la expresién mas alta de
genes informadores. Luego, dichas células transducidas y seleccionadas se inyectaron en el peritoneo de
ratones NSG (es decir, inmunodeficientes que, por lo tanto, permiten el injerto de una amplia gama de células
cancerosas humanas), 10 ratones/muestra, que luego se sometieron al siguiente tratamiento:

12 muestra tratada con HA-paclitaxel 40 mg/Kg, mediante administracién locorregional intraperitoneal (ip);
22 muestra tratada con paclitaxel 10 mg/Kg, mediante administracién intravenosa (iv) durante 3
tratamientos, pasando luego a administracién ip debido a la muy mala tolerabilidad del tratamiento iv con
paclitaxel de ratones NSG;

32 muestra tratada con paclitaxel 10 mg/Kg, mediante administracidn locorregional intraperitoneal (ip);

42 muestra no tratada;

mediante administracion semanal durante 10 semanas.

Todos los animales tratados fueron monitorizados mediante la deteccidén de bioluminiscencia emitida por su zona
tumoral tratada con conjugado de HA-paclitaxel, con el fin de evaluar en el tiempo, la dimensién (y, por lo tanto,
el crecimiento) del tumor con referencia a animales no tratados con ningln agente quimioterapéutico y para
aquellos tratados con paclitaxel no conjugado.

Los resultados han sido graficados en la Figura 1, en la que es claramente evidente que la luminiscencia
(expresada en fotones/seg, Ph/seg) de los animales no tratados alcanza valores medios en el orden de magnitud
de 1 x 10" en el dia 100 de sobrevida, indicando por lo tanto la dimensién/crecimiento alcanzado por el tumor no
tratado; la 22 y 32 muestras, ambas tratadas con paclitaxel no conjugado con diferentes formas de administracién,
se comparan con la muestra controlada: esta comparacion indica un resultado importante para ambas, ya que los
valores promedio de luminiscencia alcanzados resultan ser del orden de magnitud de 1 x 10", por lo tanto menor
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que no tratado, lo que indica una masa tumoral reducida en comparacién con el control.

Sin embargo, el resultado del conjugado de HA-paclitaxel es totalmente sorprendente ya que desde el dia 14 al
125 de sobrevida, la luminiscencia cae draméticamente y permanece insignificante a lo largo del tiempo. Estos
datos completamente inesperados muestran la reduccién significativa del tumor tanto frente al control no tratado
como frente a los animales tratados con un agente quimioterapéutico no conjugado administrado por via
intravenosa e intraperitoneal, lo que demuestra la eficacia total del propio conjugado. En la Figura 1, los datos de
luminiscencia relacionados con el conjugado de HA-paclitaxel se representan en la tercera de las cuatro
columnas correspondientes a los dias de sobrevida informados en las abscisas.

En la Figura 2, en cambio, se informan los datos obtenidos después de 139 dias de observacién, donde es
claramente evidente que la deteccién de bioluminiscencia en Ph/seg emitida por su zona tumoral tratada y, por lo
tanto, representativa de la masa tumoral, permanece alrededor de 1-2x10"" en ratones tratados con paclitaxel no
conjugado, mientras que en ratones tratados con el conjugado dicho valor es extremadamente inferior y cercano
a 0, lo que indica por lo tanto una reduccién casi completa de la masa tumoral.

A través de los resultados comentados anteriormente, el Solicitante demostré la potencia farmacolégica y, por lo
tanto, la eficacia del conjugado de HA-paclitaxel en el tratamiento locorregional del mesotelioma, particularmente
del MPM, mesotelioma peritoneal y pericardico, ya que es capaz de determinar la reduccién significativa de masa
tumoral, aumentando en consecuencia la sobrevida del paciente y su calidad de vida.
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REIVINDICACIONES

Un conjugado de HA-paclitaxel para su uso en el tratamiento locorregional de mesotelioma, en el que dicho
conjugado de &cido hialurénico-paclitaxel tiene un enlace éster entre el carboxilo del acido hialurénico (HA)
y un espaciador, a su vez unido por un enlace éster a través de su carboxilo al grupo hidroxilo al carbono
C2' de paclitaxel, en el que el espaciador introducido es &cido 4-bromobutirico, en el que el grado de
derivatizacidén de paclitaxel en el conjugado de HA-paclitaxel esta dentro del intervalo que varia del 15% al
21% peso/peso (p/p), y en el que el HA usado para la sintesis del conjugado de HA-paclitaxel es un HA
fermentativo con un MW promedio en peso que oscila entre 140.000 y 250.000 Da.

El conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el mesotelioma es
mesotelioma pleural maligno, mesotelioma pericardico y mesotelioma peritoneal.

El conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el mesotelioma es
mesotelioma pleural maligno.

El conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en
el que la via de administracion es intrapleural, o intraperitoneal e intrapericardica.

El conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en
el que el grado de derivatizacion de paclitaxel en el conjugado de HA-paclitaxel oscila del 16% al 20% p/p.

El conjugado de HA-paclitaxel para su uso de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en
el que el grado de derivatizacion de paclitaxel en el conjugado de HA-paclitaxel es igual al 20% p/p.

Una composicion farmacéutica, que consiste esencialmente en un conjugado de HA-paclitaxel para su uso
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, asociado con diluyentes/excipientes
farmacolégicamente aceptables.

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en la que dicha composicién
farmacéutica se formula en agua isoténica estéril, que contiene 5% p/v de glucosa.
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