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DESCRIPCION

Meétodo de produccién de una preparacién catidénica de liposomas que comprende un compuesto lipéfilo.

La presente invencion se refiere a un método para producir una preparacion cationica de liposomas que contiene un
compuesto lipdfilo activo, v.g. un taxano, que tiene estabilidad alta y que es adecuado para aplicaciones terapéuticas.

Los liposomas son pequefias vesiculas esféricas compuestas fundamentalmente de diversos tipos de lipidos, fosfo-
lipidos y otros componentes lip6filos. Los componentes lipidicos forman normalmente una bicapa, donde el extremo
polar del compuesto anfifilico estd en contacto con la solucién circundante, que es tipicamente una solucién acuosa.
El extremo no polar hidr6fobo del compuesto anfifilico estd en contacto con otro extremo no polar hidréfobo de otro
compuesto anfifilico formando de este modo la bicapa lipidica. Dependiendo del tipo de compuestos anfifilicos uti-
lizados, la membrana liposémica puede clasificarse de acuerdo con su carga externa en membranas neutras netas, y
membranas cargadas negativa y positivamente.

Se han desarrollado liposomas para muchas aplicaciones terapéuticas y diagndsticas. Entre otras aplicaciones, se
utilizan para suministrar moléculas que no son suficientemente solubles en agua. Estas moléculas lipéfilas se incorpo-
ran en la bicapa del liposoma o estdn unidas quimicamente a la bicapa lipidica.

El paclitaxel, el representante mas importante de la familia de los taxanos, es un compuesto altamente lip6filo de es-
te tipo. El paclitaxel se conoce como Taxol que es el formaco formulado en aceite de ricino polietoxilado (Cremophor®
EL) y etanol absoluto. Adicionalmente, el paclitaxel ha sido formulado en liposomas.

Antes de aplicar Taxol® a los humanos, el vehiculo farmacéutico con el compuesto terapéutico se diluye en una
solucién acuosa adecuada. Sin embargo, se ha observado que el vehiculo causa reacciones anafilacticas graves, que
ponen en riesgo la vida en animales y humanos, y es fisicamente incompatible con algunos sistemas de infusién
intravenosa. Por esta razén, se han realizado varios intentos a fin de eliminar el Cremophor® EL por reformulacién del
farmaco en un vehiculo mejor tolerado. Los liposomas se han caracterizado clinicamente durante las dltimas décadas
y se ha comprobado que son un sistema de suministro de firmacos seguro y bien tolerado. Los liposomas pueden
estar constituidos por lipidos existentes naturalmente que llevan un grupo principal polar que es neutro o estd cargado
negativamente. Los lipidos de diacilglicéridos cargados positivamente no existen en la naturaleza.

Sharma et al. [1] fabricaron liposomas neutros de paclitaxel de acuerdo con el denominado método de pelicula. Los
lipidos, fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilglicerol (PG) se disolvian junto con paclitaxel en cloroformo. El cloroformo
se evaporaba a 40°C y la pelicula paclitaxellipido se disolvia en ferc-butanol. La solucién se dividia en partes alicuotas
y se liofilizaba. El polvo se hidrataba con tamp6n (NaCl/Tes/EDTA: 140 mM/10 mM/0,1 mM) dando una suspensién
bruta de liposomas, que se procesaba ulteriormente en un bafo de ultrasonidos a 20°C. Se ha demostrado la estabilidad
quimica del farmaco en estas formulaciones durante mas de dos meses a 4°C y a la temperatura ambiente. El pH se
especifica dentro del intervalo fisiologico de pH 7-7,5.

En la Patente EE.UU. 6.090.955 Rezska et al. describieron la fabricacién de liposomas neutros de paclitaxel a
partir de fosfatidilcolina de huevo de acuerdo con el método de pelicula. La suspension bruta de liposomas, pH 7,2-
7,4, constituida por vesiculas de capas mdltiples (MLV) se homogeneizaba con un homogeneizador de alta presion.
Para almacenamiento a mds largo plazo, se sugiere la formacién de gel o liofilizacién. Sin embargo, no se presentd
dato alguno acerca de la estabilidad, v.g. no se abordo la estabilidad quimica del paclitaxel.

Recientemente se ha comunicado que los liposomas catidénicos representan no sélo otra variedad de un sistema
con vehiculo liposémico sino que exhiben también un efecto especifico de direccionamiento a dreas neoangiogénicas
en los vasos sanguineos [2]. Se han utilizado frecuentemente liposomas catiénicos para el suministro de genes, pero
se sabe poco acerca de sus caracteristicas de formulacién para otros compuestos en comparacién con los liposomas
neutros o aniénicos.

Campbell et al. [3] formularon liposomas de paclitaxel con contenido variable de lipido catidnico, encontrando
una estabilidad fisica incrementada de los liposomas que contenian paclitaxel. Los liposomas se fabricaron de acuerdo
con el método de pelicula. La pelicula se hidrat6é con agua, que se calentaba a una temperatura de 5-10°C por encima
de la temperatura de transicién de fase del fosfolipido respectivo que se utilizaba. La suspension de liposomas se
traté luego por ultrasonidos en un aparato de ultrasonidos de tipo bafio. El didmetro de los liposomas resultantes
estaba comprendido en el intervalo de 500-800 nm. Se indic6 que la estabilidad fisica de estos liposomas alcanzaba
un maximo de tres dias. Las condiciones como temperatura y pH en las que se mantenian estos liposomas no se
describieron. Sin embargo, una estabilidad de unos pocos difas no es suficiente para una formulacién farmacéutica si
se aplica para propdsitos clinicos.

Otra clase de moléculas altamente lipdfilas son las epotilonas, especificamente las epotilonas A y B. Para ambos
compuestos, se ha descrito la falta de estabilidad a pH bajo y se atribuye a reacciones de apertura de anillo del
resto epoxido catalizadas por dcidos. Esto conduce a productos de reaccién que habian perdido sus excepcionales
propiedades citotdxicas [9]. La aparente inestabilidad de las epotilonas A y B no permite el desarrollo de formulaciones
orales de epotilona A o B, dado que el pH del estdomago es aproximadamente 1-3 y degradaria rdpidamente la epotilona
citostatica A o B [10].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2331791 T3

Se ha publicado que la semivida en plasma, especialmente de la epotilona B es extremadamente baja debido a
su degradacidon metabdlica por las esterasas [11, 12]. Esto es cierto también para otras epotilonas; en el plasma de
murino, se encontrd que la semivida aproximada in vitro de la desoxi-epotilona B (epotilona D) es 20 min, y en el
plasma humano la semivida era aproximadamente 3 h [13]. Esto no permite una exposicion continua de alto nivel del
tumor al fairmaco y la insatisfactoria actividad antitumoral in vivo de las epotilonas A y B se ha atribuido a su deficiente
estabilidad metabdlica [12].

Se han descrito composiciones liposémicas de las epotilonas A o B. [WO 01/10412 Al]. En este caso, se hace
referencia a la inestabilidad general de estas epotilonas, y se considera esto como una base racional para la carga de
liposomas. Sin embargo, no se presenta dato alguno para respaldar que la estabilidad de las epotilonas liposémicas es
mayor que la de las epotilonas no liposémicas.

La mayoria de los pasos de preparacidn para la fabricacién de liposomas se realizan en un ambiente acuoso (forma-
cion de las vesiculas, homogeneizacion y/o eliminacién de componentes indeseables, reconstitucién de las formula-
ciones liofilizadas). Durante estos pasos, los componentes liposémicos asi como los ingredientes activos que se cargan
en la membrana del liposoma son propensos a la degradacion.

La estabilidad fisicoquimica de los liposomas que contienen firmacos es un factor limitante para el desarrollo
de un producto farmacéutico con una vida util suficiente para almacenamiento, distribucién y aplicacién a humanos
después de su fabricacion.

Un enfoque para aumentar la estabilidad fisicoquimica de los liposomas cargados con farmaco consiste en eliminar
cuantitativamente el agua de la suspension de liposomas. Métodos que se han aplicado con éxito para eliminar el
agua de los liposomas son liofilizacién, secado por pulverizacion o evaporacién. Tipicamente, una suspension de
liposomas se fabrica dispersando los compuestos anfifilicos en un entorno acuoso. Inmediatamente después de la
fabricacion del material acuoso a granel, se deshidrata la suspension por cualquier método adecuado y se guarda hasta
su aplicacién en estado desecado. Durante el proceso de secado puede utilizarse un agente estabilizador para mantener
la estructura del liposoma. El agua que estd asociada usualmente con la superficie polar del liposoma se reemplaza
por el agente estabilizador durante el secado para mantener las caracteristicas fisicoquimicas del liposoma. El foirmaco
se mantiene cargado o fuertemente asociado en/con con la membrana del liposoma. La liberacién de los compuestos
estd bien controlada. En un caso 6ptimo, el tamafio y la distribucién de tamafios del liposoma no se ven afectados
por el proceso y los compuestos cargados y los lipidos se mantienen quimicamente intactos. Sin embargo, no se ha
descrito todavia la deshidratacién de una preparacion catiénica de liposomas que comprenda un compuesto lipéfilo
activo.

Por tanto, el problema subyacente de la presente invencién fue proporcionar un método mejorado para producir
una preparacion catiénica de liposomas que comprende un compuesto lipéfilo activo con estabilidad fisicoquimica y
aplicabilidad farmacéutica mejoradas.

La solucidn consistié en proporcionar un método para producir una preparacién catiénica de liposomas que com-
prende al menos un compuesto anfifilico seleccionado de lipidos catiénicos en una cantidad de al menos aproxima-
damente 30% molar, opcionalmente al menos un compuesto anfifilico adicional en una cantidad de hasta aproxima-
damente 69,9% molar, un compuesto lipdfilo activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1% molar y un
agente estabilizador en una cantidad de aproximadamente 0,1% (m/v) hasta aproximadamente 20% (m/v),

que comprende los pasos de

a) proporcionar

i. una solucién orgdnica que comprende un disolvente orgdnico, dicho compuesto activo y dicho lipido
catiénico, y opcionalmente dicho compuesto anfifilico adicional,

ii. una solucién acuosa que comprende dicho agente estabilizador,

b) preparar una preparacion catiénica de liposomas a partir de dicha solucién a) i. y a) ii., en donde dicha prepa-
racién comprende liposomas catiénicos en un medio acuoso,

¢) opcionalmente, homogeneizar dicha preparacion al menos una vez y/o
d) opcionalmente, filtrar dicha preparacion en condiciones estériles,
e) deshidratar dicha preparacion y

f) opcionalmente, reconstituir dichos liposomas catiénicos del paso e) en una solucién acuosa y en donde opcio-
nalmente antes del paso c) y/o d) se incluye un paso de ultrafiltracién.
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Disolventes organicos preferidos para utilizar en el paso a) i. son, aunque se limitan a estos ejemplos, seleccionados
del grupo siguiente: metanol, etanol, propanol, isopropanol, etilenglicol, tetrahidrofurano, cloroformo, terc-butanol o
dietil-éter o una mezcla de estos disolventes.

Cualquier compuesto lipéfilo farmacolégicamente activo puede cargarse en los liposomas catidénicos de la presente
invencién. Preferiblemente, el compuesto activo se selecciona de un compuesto lipdfilo terapéutica o diagnésticamen-
te adecuado tal como un agente citostdtico o citotéxico o un agente de produccién de imagenes tal como un tinte,
tinte fluorescente y andlogos. Compuestos terapéuticamente activos preferidos se seleccionan de un taxano, de una
camptotecina en su forma lacténica, de otros agentes que interaccionan con los microtibulos tales como epotilonas,
discodermolida, laulimalida, isolaulimalida, eleuterobin, Sarcodictina A y B, de una estatina (v.g. lovastatina), de un
depsipéptido, y de otros farmacos tales como talidomida. Compuestos preferidos diagndsticamente activos se seleccio-
nan de (i) triglicéridos poliyodados (v.g., 2-oleoilglicerol-1,3-bis[7-(3-amino-2.4,6-triyodofenil)heptanoato) o aceites
poliyodados tales como Lipiodol, (ii) *™Tc-HMPAO (hexametil-propilenamina-dioxima) y derivados de los mismos,
(ii1) compuestos fluorescentes tales como rodamina, (iv) particulas de ferrito recubiertas de lipido, (v) agentes de con-
traste para MRI acoplados a lipidos (v.g., formadores que quelatos de Gd tales como DOTA o DTPA acoplados a un
lipido o a un 4cido graso), (vi) agentes de contraste para rayos X acoplados a lipidos (v.g. Iopamidol acoplado a lipi-
dos), (vii) formadores de quelatos acoplados a lipidos tales como HYNIC o DTPA para nucleidos ttiles en escintigrafia
tales como '""In 0 #™Tc¢ u (viii) tintes fluorescentes acoplados a lipidos tales como rodamina o Rojo Texas.

En una realizacion preferida, la preparacion de liposomas comprende un taxano, preferiblemente paclitaxel o do-
cetaxel o un derivado lipéfilo de los mismos en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 20% molar,
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 2 a aproximadamente 5% molar de paclitaxel, y con preferencia
en una cantidad de al menos 11% molar para docetaxel o succinil-paclitaxel. En una realizacioén preferida adicional,
dicha preparacién de liposomas comprende camptotecin-lactona en una cantidad de aproximadamente 0,1% molar a
aproximadamente 1% molar.

Lipidos catiénicos ttiles con respecto a la presente invencién incluyen, pero sin caracter limitante: DDAB, bro-
muro de dimetildioctadecil-amonio; N-[1-(2,3-dioloiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio-metilsulfato; 1,2-diaciloxi-
3-trimetilamonio-propanos (con inclusién, pero sin caracter limitante, de dioleoil (DOTAP), dilauroiloxi, dimiristoi-
loxi, dipalmitoiloxi, y diestearoiloxi); N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N-dimetil-amina; 1,2-diacil-3-dimetilamonio-
propanos (con inclusién, pero sin cardcter limitante, de dioleoil (DODAP), dilauroil, dimiristoil, dipalmitoil, y dies-
tearoil); DOTMA, cloruro de N-[1-[2,3-bis(oleiloxi)]propil]-N,N,N-trimetilamonio (con inclusién pero sin cardcter
limitante de dioleil (DOTMA), dilauril, dimiristil, dipalmitil, y diestearil), DOGS, dioctadecilamidoglicilespermina,
DC-colesterol, 38-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)carbamoil]colesterol; DOSPA, trifluoroacetato de 2,3-dioleoiloxi-
N-(2-(espermina-carboxamido)-etil)-N,N-dimetil- 1 -propanaminio; 1,2-diacil-sn-glicero-3-etilfosfocolinas (con inclu-
sion pero sin caracter limitante de dioleoil (DOEPC), dilauroil, dimiristoil, dipalmitoil, diestearoil, y palmitoil-oleoil);
[B-alanil-colesterol; CTAB, bromuro de cetil-trimetil-amonio; di-amidina C14, N-t-butil-N’-tetradecil-3-tetradecila-
minopropionamidina; 14Dea2; TMAG, cloruro de N-(alfa-trimetilamonioacetil)didodecil-D-glutamato; cloruro de
0,0’ -ditetradecanoil-N-(trimetilamonioacetil)-dietanolamina; DOSPER, 1,3-dioleoiloxi-2-(6-carboxi-espermil)-pro-
pilamida; yoduro de N,N,N’,N’-tetrametil-N,N’-bis(2-hidroxietil)-2,3-dioleoiloxi-1,4-butanodiamo-nio; cloruro de
1-[2-(aciloxi)etil]-2-alquil-(alquenil)-3-(2-hidroxietil )imidazolinio, derivados como los descritos por Solodin et al.
(1995) Biochem. 43: 13537-13544, tales como DOTIM, cloruro de 1-[2-(9(Z)-octadecenoiloxi)etil]-2-(8(Z)-hepta-
decenil-3-(2-hidroxietil)-imidazolinio; DPTIM, cloruro de 1-[2-(hexadecanoiloxi)etil]-2-pentadecil-3-(2-hidroxietil)
imidazolinio; derivados de compuestos de 2,3-dialquiloxipropil-amonio cuaternario, que contienen un resto hidroxial-
quilo en la amina cuaternaria, como ha sido descrito, v.g., por Felgner et al. (1994) J. Biol. Chem. 269: 2550-2561,
tales como: DORI, bromuro de 1,2-dioleoil-3-dimetil-hidroxietil-amonio; DORIE, bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-
dimetil-hidroxietilamonio; DORIE-HP, bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dimetilhidroxipropilamonio; DORIE-HB,
bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dimetil-hidroxibutilamonio; DORIE-HPe, bromuro de 1,2-dioleiloxipropil-3-dime-
til-hidroxi-pentilamonio; DMRIE, bromuro de 1,2-dimiristoiloxipropil-3-dimetil-hidroxietilamonio; DPRIE, bromuro
de 1,2-dipalmitiloxipril-3-dimetil-hidroxietilamonio; DSRIE, bromuro de 1,2-diesteriloxipropil-3-dimetil-hidroxi-eti-
lamonio.

En una realizacién preferida, el lipido catiénico se selecciona de un compuesto de amonio cuaternario tal como N-
[1-(2,3-diaciloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio, que puede estar presente como una sal con un anién de carga opuesta
farmacéuticamente aceptable, v.g. un cloruro, bromuro, fluoruro, yoduro, nitrato, sulfato, metilsulfato, fosfato, acetato,
benzoato, citrato, glutamato, o lactato. En una realizacion atin més preferida, el lipido catiénico es DOTAP.

La compuesto anfifilico adicional puede seleccionarse de un compuesto anfifilico que tenga una carga neta neutra
0 anidnica de su resto hidréfilo (grupo principal). Una compuesto anfifilico adecuada puede seleccionarse de este-
roles o lipidos tales como fosfolipidos, lisolipidos, lisofosfolipidos, esfingolipidos o lipidos pegilados, o cualquier
combinacién de los mismos. Un compuesto anfifilico preferido es un lipido neutro, esterol o lipido pegilado tal como
colesterol, lanosterol, fitosterol, 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, con inclusién, pero sin cardcter limitante
de dioleoil (DOPE), 1,2-diacil-glicero-3-fosfocolinas, y esfingomielina. Muy preferiblemente, el compuesto anfifilico
adicional es diacilfosfatidilcolina. Los lipidos pegilados se refieren a lipidos que llevan uno o mas restos de polietilen-
glicol.

Una solucién acuosa adecuada de acuerdo con el paso a) ii) de la presente invencién comprende agua, opcio-
nalmente una sustancia tampo6n y un agente estabilizador y tiene un valor de pH entre aproximadamente 3 y 7, con
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preferencia entre aproximadamente 4 y aproximadamente 6,5. Sustancias tampén adecuadas se seleccionan de v.g.
dcido acético, 4cido citrico, Tris, Bis, dcido fosfético, 4cido lactico y andlogos.

El agente estabilizador se selecciona preferiblemente de un azicar o un alcohol o una combinacién de los mismos
tal como trehalosa, maltosa, sacarosa, glucosa, lactosa, dextrano, manitol o sorbitol y se utiliza en el intervalo de hasta
aproximadamente 20% (m/v). Preferiblemente, el agente estabilizador se utiliza en el intervalo de aproximadamen-
te 0,1 (m/v) a aproximadamente 20% (m/v) y muy preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 5 (m/v) a
aproximadamente 15% (m/v) con respecto al volumen total de la dispersion de liposomas ulteriormente en el paso b).

La preparacién de una dispersién de liposomas de acuerdo con el paso b) puede llevarse a cabo de acuerdo con
varios métodos bien conocidos en la técnica. En una realizacién preferida de la presente invencion, se sigue el método
de pelicula y en una realizaciéon mas preferida el método de inyeccién de disolvente orgénico.

De acuerdo con el método de pelicula, los lipidos catidnicos y opcionalmente las sustancias anfifilicas y el com-
puesto lip6filo se disuelven en un disolvente orgdnico o una mezcla de disolventes orgénicos diferentes que se seleccio-
nan de alcoholes (tales como etanol o terc-butanol), disolventes halogenados (tal como diclorometano o cloroformo)
u otros disolventes orgdnicos adecuados. Después de disolver dichos compuestos en un disolvente orgénico, el disol-
vente orgdnico o la mezcla de diferentes disolventes orgdnicos se evaporan a vacio para producir una pelicula fina. En
lugar de producir una pelicula fina a partir de la solucién orgdnica que contiene los lipidos catiénicos, opcionalmente
sustancias anfifilicas y el compuesto lipéfilo pueden secarse por liofilizacion u otro medio adecuado de tal modo que
se obtenga una mezcla farmaco-lipido homogénea. Se afiade una solucién acuosa que comprende un agente estabili-
zador para rehidratar la pelicula lipidica o la mezcla lipidica seca, dando como resultado una dispersién homogénea
de vesiculas multilaminares (MLV).

La inyeccion de disolvente organico se realiza disolviendo lipidos catidénicos y opcionalmente los compuestos anfi-
filicos y el compuesto lip6filo en un disolvente volatil miscible con el agua, tal como un alcohol o éter, preferiblemente
etanol, e inyectando esta solucién en una solucién acuosa que comprende un agente estabilizador. La denominada fase
orgdnica comprende lipidos catiénicos y opcionalmente compuestos anfifilicos y el compuesto lipéfilo y un disolvente
orgdnico con lo cual la fase organica no deberia exceder de aproximadamente 5% (m/v), preferiblemente al menos
2,5% (m/v) en la mezcla liquida final.

Los liposomas catiénicos de la presente invencién comprenden al menos una cantidad de aproximadamente 30%
molar de lipidos catiénicos, con preferencia aproximadamente 40% molar, de modo mds preferible aproximadamente
50% molar, de modo ain mads preferible aproximadamente 60% molar, aproximadamente 70% molar, aproximada-
mente 80% molar, o aproximadamente hasta 99,9% molar, y se caracterizan por tener un potencial zeta positivo en
solucién de KCI aproximadamente 0,05M a un pH de aproximadamente 7,5 y a la temperatura ambiente.

El ajuste del tamafio de los liposomas se realiza a menudo en la técnica por tratamiento con ultrasonidos. Sin
embargo, en el método de inventiva la homogeneizacién en el paso c) se realiza preferiblemente por extrusion, fil-
tracién a través de filtros de membrana, homogeneizacién a alta presion y/u homogeneizacion a alta velocidad y de
modo muy preferido por extrusion a través de una membrana con un tamafio de poro de aproximadamente 200 nm
a presion. Pueden utilizarse asimismo membranas con otros tamafios de poro tales como 50 nm, 100 nm, 150 nm o
400 nm bien conocidas en la técnica. La filtracién a través de filtros de membrana puede ser realizada por filtracién
a través de membranas compuestas de PVDF, PES, filtros de nailon, pero también pueden utilizarse otros materiales
si se comprueba que son adecuados. El tamafo de poro de las membranas debe estar comprendido en el intervalo
de aproximadamente 200 nm a 450 nm, pero el tamafio del poro no se limita a los tamafios mencionados. Diferentes
materiales y diferentes tamafos de poro pueden combinarse a fin de obtener una solucién que pueda ser procesada por
una filtracién de grado esterilizacion.

Para uso farmacéutico, es un requisito previo que la formulacién de liposomas pueda esterilizarse a través de un
filtro de grado esterilizacion después del procedimiento de preparacion dado que la misma estd designada a menudo
para ser utilizada por via parenteral en un individuo que se encuentra en necesidad de ello. Los métodos para esterili-
zacién de liposomas deberian ser destructivos para los microorganismos, pero no deberian afectar a las caracteristicas
fisicoquimicas de la formulacién de liposomas de manera desfavorable. La via preferida para esterilizacién de pro-
ductos farmacéuticos es el tratamiento en autoclave, v.g. a 134°C durante un minimo de 5 min o a 121°C durante
un minimo de 15 min. En estas condiciones rigurosas, los liposomas exhiben a menudo degradacién en un grado
considerable, v.g. como aglomeracién de liposomas, cambio del tamafio o la descripcién de tamaifios de los liposo-
mas, hidrdlisis/oxidacién de los lipidos, degradacién quimica o liberacion indeseable del compuesto lipéfilo de los
liposomas. Por esta razén, la filtracion estéril y el llenado aséptico son métodos preferidos para obtener un producto
farmacéutico de liposomas para aplicacion parenteral. Tipicamente, la filtracién de grado esterilizacion se realiza una
sola vez o se repite a través de una membrana con un tamafio de poro comprendido en el intervalo de 0,1 a 0,45 ym.
Pueden conectarse también en serie dos a varios filtros con un didmetro de poro definido a fin de conseguir una filtra-
cioén de grado esterilizacidn. Los materiales utilizados cominmente son derivados de celulosa tales como acetato de
celulosa 0 membranas de polivinilo tales como PVDF, PES o nailon, pero también pueden utilizarse otros materiales
si se comprueba que son adecuados.

Pueden utilizarse también procesos de filtracién para separar compuestos indeseables de la preparacién de lipo-
somas, tales como reactivos o disolventes utilizados en el proceso de fabricacién, o compuesto lipéfilo cargado en
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condiciones no liposémicas. El tamafio de poro del filtro estd comprendido preferiblemente entre el didmetro de los
liposomas (tipicamente >60 nm) y el compuesto a eliminar (tipicamente <5 nm). Dependiendo de la diferencia de
tamafios pueden utilizarse ultra-filtracidn (punto de corte por peso molecular 1-1000 kDa) o micro-filtracién (0,02-1
um). En lugar de una filtracién a muerte, se han desarrollado técnicas méds convenientes como didlisis o filtracién de
flujos cruzados.

Una preparacion de liposomas esterilizada puede llenarse asépticamente en viales apropiados, v.g. frascos de vi-
drio. Se prefiere que la altura de llenado de los frascos de vidrio esté comprendida en el intervalo de 0,5-10 cm, mas
preferiblemente en el intervalo de 1,0-5 cm, muy preferiblemente en el intervalo de 2,0-3,0 cm. Los frascos de vidrio
de calidad farmacéutica pueden estar comprendidos en el tamafio de 1 ml a 1000 ml. Una dispersién de liposomas en
solucién acuosa puede envasarse también en recipientes o bolsas estériles de plastico.

Después del paso d), se realiza una deshidratacion (paso e)). La formulacion se deshidrata y se reconstituye antes
de su utilizacién con una solucién acuosa tal como agua pura o una solucién de un agente estabilizador del pH.
El proceso de deshidratacion es un paso importante en el proceso de fabricacion de los liposomas catiénicos, dado
que el mismo puede influir directamente en la calidad de la preparaciéon de liposomas seca y ulteriormente de la
dispersion de liposomas reconstituida. La deshidratacidon puede efectuarse por liofilizacién, que puede dividirse en
tres pasos diferentes, (i) congelacion, (ii) secado primario, y (iii) secado secundario, que estin conectadas por rampas
de temperatura/tiempo/presién exactamente definidas.

La congelacion de una dispersion de liposomas es un paso importante. Es bien sabido que la formacién de cristales
de hielo depende en gran medida de la velocidad de congelacién, dando como resultado diferentes tamafios de poro
de la dispersion de liposomas congelada. La velocidad de secado en los pasos de secado siguientes se ve influenciada
principalmente por el tamafio de poro durante la congelacién.

Durante el secado primario se elimina agua a vacio de la dispersién congelada. La temperatura del estante durante
la liofilizacién, asi como el vacio apropiado controlan en gran medida el proceso de secado. La eleccién de temperatura
y presion inadecuadas puede dar como resultado varios problemas durante la liofilizacién como la descongelacion de
la dispersién congelada o transicién de fase de los lipidos.

Asimismo durante el secado secundario puede producirse una fusién del producto. El tiempo se secado primario
asi como la temperatura y la presion del secado secundario pueden afectar acusadamente a la calidad de la preparacién
de liposomas si los pardmetros no estdn comprendidos dentro de intervalos apropiados. La calidad de la preparacién
de liposomas podria verse afectada, dado que el compuesto cargado puede carecer de estabilidad fisica o quimica
suficiente debido a agregacion o formacién de cristales.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la deshidratacion se lleva a cabo por liofilizacién. La liofili-
zacion se realiza preferiblemente a la presién atmosférica y la suspension de liposomas se congela a una temperatura
de aproximadamente -20 a aproximadamente -60°C, de modo mds preferible a una temperatura de aproximadamente
-30°C a aproximadamente -50°C, y muy preferiblemente a una temperatura de aproximadamente -35°C a aproxima-
damente -45°C. El tiempo se ajusta para asegurar una congelacion completa de la dispersion de liposomas y es con
preferencia aproximadamente 3 a aproximadamente 10 horas, dependiendo del tamaiio, la altura de llenado, y el tipo
de recipiente de vidrio en el cual se pone la dispersion de liposomas.

La congelacién y el paso de secado primario estdn conectados por una primera rampa de temperatura. El incre-
mento de la temperatura estd determinado por la diferencia de temperatura entre la congelacién y el secado primario.
El tiempo de la rampa de temperatura estd comprendido preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 24 horas, de modo mds preferible entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5 horas.

El secado primario puede realizarse a una temperatura constante o puede aplicarse una rampa de temperaturas.
El secado con una temperatura constante se efectia preferiblemente a una temperatura comprendida entre aproxima-
damente 0°C y aproximadamente -50°C, de modo mds preferible entre aproximadamente -10°C y aproximadamente
-30°C. Se aplica un vacio apropiado para asegurar el secado del producto. El vacio estard comprendido entre apro-
ximadamente 1 mbar y aproximadamente 0,001 mbar, de modo muy preferible a aproximadamente 0,05 mbar hasta
aproximadamente 0,15 mbar, dependiendo de la temperatura del estante. Asimismo, debe tenerse en consideracién el
diagrama de fases de la formulacion para seleccionar un vacio apropiado para el paso de secado primario. El tiempo
para el secado primario deberd ser suficiente para asegurar un secado suficiente de la preparacién de liposomas y es-
tard comprendido en el intervalo de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 200 horas, dependiendo del liofi-
lizado.

El secado primario puede realizarse también utilizando una rampa de temperatura. La temperatura se incrementa
lentamente durante el secado primario. El aumento de temperatura estd comprendido de modo preferible en el intervalo
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 K/hora. La temperatura puede incrementarse al comienzo o al final
del secado primario. Puede aplicarse un test a presion creciente para determinar el final del secado primario.

El secado primario y el secado secundario estdn conectados por una segunda rampa de temperatura. El incremento
de la temperatura estd determinado por la temperatura al final del secado primario y la temperatura al comienzo del
secado secundario. El tiempo de la rampa de temperatura estd comprendido preferiblemente en el intervalo de aproxi-
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madamente 0,5 a aproximadamente 24 horas, de modo mas preferible entre aproximadamente 3 y aproximadamente
5 horas.

El secado secundario puede realizarse a una temperatura constante o con una rampa de temperatura. El secado con
una temperatura constante se realiza a una temperatura comprendida entre aproximadamente 0°C y aproximadamente
50°C, con preferencia entre aproximadamente 10 y aproximadamente 20°C, y modo mds preferible a aproximada-
mente 20°C. Se aplica un vacio apropiado para asegurar el secado del producto. El vacio estard comprendido entre
aproximadamente 1 mbar y aproximadamente 0,001 mbar, con preferencia a aproximadamente 0,1 hasta aproximada-
mente 0,001 mbar. El tiempo para el secado secundario deberd ser suficiente para asegurar un secado suficiente de la
preparacién de liposomas y deberia estar comprendido en el intervalo de aproximadamente 1 hora a aproximadamente
50 horas. Puede aplicarse un test de aumento de presion para determinar el final del secado secundario.

El comportamiento de reconstitucién de la preparacion de liposomas deshidratada tal como su facilidad de re-
constitucidn, la liberacién del compuesto activo de la membrana de los liposomas o propiedades fisicoquimicas del
compuesto, v.g. degradacion y andlogas, pueden ser dependientes de la deshidratacién, pero también del proceso de
reconstitucién. Un comportamiento de reconstitucién éptimo se observa cuando, después de la adicién de una solu-
cién acuosa, se forma una dispersion de liposomas homogénea. Es favorable un protocolo de reconstitucién simple,
tal como la adicién de la solucién acuosa seguida por agitacién suave mediante sacudidas. Durante la reconstitucion,
los liposomas secos se resuspenden con agua mientras que la estabilidad fisicoquimica del compuesto lipdfilo en la
membrana de los liposomas no se pone en peligro. El comportamiento de reconstitucién puede examinarse, v.g. por
evaluacion visual, microscopia, o medidas de obstruccion del paso de la luz.

El método de la invencién permite la produccion de liposomas catidnicos que tienen un potencial zeta positivo en
solucién de KC1 aproximadamente 0,05M a aproximadamente pH 7,5 y a la temperatura ambiente, teniendo preferi-
blemente un potencial zeta comprendido en el intervalo de aproximadamente 25 mV a 100 mV en solucién de KCl
aproximadamente 0,05M a aproximadamente pH 7,5 y a la temperatura ambiente, y teniendo mas preferiblemente un
potencial zeta en el intervalo de aproximadamente 35 mV a 70 mV en solucién de KCI aproximadamente 0,05M a
aproximadamente p 7,5 y a la temperatura ambiente.

Adicionalmente, los valores PI de la preparacion de liposomas catiénicos de la invencién son inferiores a aproxima-
damente 0,6, con preferencia inferiores a aproximadamente 0,5, de modo mads preferido inferiores a aproximadamente
0,4 y de modo mads preferido inferiores a 0,3.

Los liposomas catiénicos preparados por el método de la invencién y los liposomas catidnicos descritos en la
presente invencién tienen un didmetro comprendido en el intervalo de aproximadamente 20 a aproximadamente 400
nm, con preferencia aproximadamente 100 a aproximadamente 400 nm, y de modo mads preferible aproximadamente
200 a aproximadamente 300 nm.

Es una caracteristica de la presente invencidon que el compuesto lipdfilo activo no se separa sustancialmente de la
bicapa liposémica y no forma sustancialmente agregados en una dispersién de liposomas de la invencién en un periodo
de al menos 0,5 horas, generalmente al menos 1 hora, y con preferencia al menos aproximadamente 2 horas, de modo
mas preferible al menos aproximadamente 3 horas, y de modo muy preferible al menos aproximadamente 4 horas a
la temperatura ambiente. Un liposoma catiénico en el cual el compuesto lipdfilo activo no se separa sustancialmente
de la bicapa liposémica es uno en el cual por regla general menos de aproximadamente 20%, de modo usual menos
de aproximadamente 10%, de modo mds habitual menos de aproximadamente 5%, como valor tipico menos de apro-
ximadamente 1% y de modo preferible menos de aproximadamente 0,5% de la cantidad total del compuesto lip6filo
activo cargada en el liposoma catidnico se ha separado de la bicapa del liposoma.

Adicionalmente, la presente invencidn se caracteriza por una estabilidad quimica suficiente del compuesto lip6filo.

A no ser que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta memoria descriptiva
tendrdn el mismo significado que es entendido cominmente por las personas con experiencia ordinaria en la técnica a
la que se refiere la presente invencion.

“Aproximadamente” en el contexto de valores de cantidad hace referencia a una desviacién media de +20% como
maximo, preferiblemente +10% basada en el valor indicado. Por ejemplo, una cantidad de aproximadamente 30%
molar de lipido catiénico hace referencia a 30% molar +6% molar, y preferiblemente 30% molar +3% molar de lipido
catiénico con respecto a la molaridad total lipido/compuesto anfifilico.

“Compuesto anfifilico” se refiere a una molécula constituida por un resto soluble en agua (hidréfilo) y un resto
soluble en disolvente orgdnico (lipéfilo). Un compuesto anfifilico adecuado de la presente invencién puede ser ca-
tiénico, neutro o aniénico con respecto a la carga neta del resto hidréfilo (grupo principal). Un compuesto anfifilico
catiénico tiene una carga neta positiva, un compuesto anfifilico neutro una carga neutra y un compuesto anfifilico
aniénico una carga neta aniénica. Un compuesto anfifilico, tal como se utiliza en la presente invencion, se selecciona
de esteroles tales como colesterol, fitosterol o lanosterol, o lipidos tales como lisofosfolipidos, esfingolipidos o lipidos
pegilados tales como 1,2-diacil-sn-glicero-2-fosfoetanolamina, con inclusion, pero sin caracter limitante, de dioleoil
(DOPE), 1,2-diacil-glicero-3-fosfocolinas, esfingomielina. Los lipidos pegilados se refieren a lipidos que tienen uno o
mas restos de polietilenglicol.
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“Solucién acuosa” hace referencia a cualquier solucién que comprende agua y opcionalmente al menos un aditivo
adecuado que se disuelve completamente en agua. Tales aditivos pueden ser tampones o sus componentes individuales,
azucares, alcoholes, y agentes estabilizadores.

“Camptotecina” hace referencia a cualquier camptotecina o derivados de la misma. Un derivado de camptotecina
se obtiene por cualquier derivatizacion quimica de camptotecina. En el croquis de la molécula, los sitios de deriva-
tizacién mds frecuentes se representan como R;-Rs. En la tabla, se enumeran ejemplos tipicos para derivatizacion
en los diferentes sitios. Puede realizarse cualquier combinacién de estos ejemplos y cualquier otra derivatizacién. El
compuesto puede estar presente como un hidrocloruro. El anillo de lactona puede ser de siete miembros en lugar de
seis miembros.

R3 R4 gs
R2 N o
N
~

R1 \

OH O
Nombre R1 R2 R3 R4  |RS
Camptotecina H H H H H
9-Nitro- camp- H H NO, H H
totecina
9-Amino- ‘H H ' NH, H H
camptotecina
10-Hidroxi- {H OH H H H
camptotecina
Topotecan H OH N-(CHa), |H H
SN38 H OH H CH,-CH; |H
Camptosar® H C @ H CH,-CH; |H
N N
I

: o}

Lurtotecan® RTyRZes H H H
O-CH2-CH2-0O

DX-13951f 0 TH 0 H E

“Lipido catiénico” hace referencia a un compuesto anfifilico que tiene una carga positiva (al pH fisiol6gico) tal
como se mide mediante instrumentacion utilizada en el momento de la medida. En donde existen acidos grasos o
cadenas alquilicas presentes en el lipido catiénico, las mismas podrian ser de 12-24 carbonos de longitud, conteniendo
hasta 6 insaturaciones (enlaces dobles), y unidas a la cadena principal por enlaces acilo o éter; podria existir también
una sola cadena de 4cido graso o cadena alquilica enlazada a la cadena principal. Donde existe mas de un 4cido graso
o cadena alquilica enlazada a la cadena principal, los dcidos grasos podrian ser diferentes (asimétricos). Son también
posibles formulaciones mixtas.

“Liposomas catiénicos” pueden prepararse a partir de los lipidos catiénicos propiamente dichos, o en mezcla con un
compuesto anfifilico adicional tales como esteroles o lipidos como colesterol, fosfolipidos, lisolipidos, lisofosfolipidos,
esfingolipidos o lipidos pegilados con una carga neta negativa o neutra, particularmente lipidos neutros tales como
colesterol; 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolaminas (con inclusién, pero sin cardcter limitante, de dioleoil (DOPE));
1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolinas; fosfatidilcolina de yema natural de huevo o de haba de soja (PC), y andlogas;
mono- y diacil-fosfoetanolaminas sintéticas. Pueden incluirse también dcidos grasos asimétricos, tanto sintéticos como
naturales, y formulaciones mixtas, para los diacil-derivados anteriores.
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“Preparacion o formulacién catiénica de liposomas” hace referencia a una preparacion o formulacién de liposomas
deshidratada o una dispersion de liposomas.

“Estabilidad quimica” del compuesto lipdfilo hace referencia a un cambio significativo de su estructura quimica
original, y se define como un cambio de potencia de aprox. 5% del valor de ensayo inicial (compuesto original),
con preferencia aproximadamente 2% o aparicién de productos de degradacion especificos que exceden su criterio
de aceptacion con respecto a los limites toxicoldgicos y aspectos de seguridad. Para compuestos lipdfilos tales como
paclitaxel, la estabilidad quimica puede definirse por mezclas HPLC/LC-MS/MS y tipicamente significa menos de
5% de producto de degradacién de dicho compuesto. Los productos tipicos de degradacién de paclitaxel son v.g.
BaccatinlIl, 7-Epi-Taxol, etc. (Monography of Paclitaxel, USP26, [enero-marzo 2003], USPC, Inc.).

“Compuesto cargado en el liposoma” o “compuesto cargado liposémicamente” o “compuesto liposémico” se uti-
liza de manera sinénima y se refiere a un compuesto que estd o bien integrado en la bicapa lipidica del liposoma o
asociado con la bicapa lipidica del liposoma de la preparacién de liposomas.

“Concentracion” de x% molar de un compuesto anfifilico o lipéfilo se refiere a la fraccién molar de este compuesto
referida a la concentracién total de lipidos. Las concentraciones de compuestos solubles en agua se dan en % (m/m) o
% (m/v) de la preparacion total.

“Compuesto lipéfilo” se refiere a un compuesto que se caracteriza por su interaccion favorable con la parte lipdfila
de la membrana liposémica. En las formulaciones de liposomas, el compuesto lipdfilo estd preferiblemente incorpo-
rado (embebido) en la membrana o asociado fuertemente con la misma. No estd presente cantidad significativa alguna
en el medio no liposémico, como sucederia para los compuestos polares solubles en agua.

“Dispersion de liposomas” se refiere a liposomas en una solucién acuosa. El término suspensién liposémica puede
utilizarse también en el mismo sentido que “dispersion de liposomas” si no se indica otra cosa.

El término “liposomas” hace referencia a vesiculas esféricas microscépicas encerradas en la membrana (50-2000
nm de didmetro) producidas artificialmente en el laboratorio o la planta de produccién. El término “liposoma’ abarca
cualquier compartimiento encerrado por una bicapa lipidica. Se hace referencia también a los liposomas como ve-
siculas lipidicas. A fin de formar un liposoma, las moléculas de lipido comprenden porciones alargadas no polares
(hidréfobas) y porciones polares (hidréfilas). Las porciones hidréfoba e hidréfila de 1a molécula estdn posicionadas
preferiblemente en los dos extremos de una estructura molecular alargada. Cuando tales lipidos se dispersan en agua,
los mismos forman espontdneamente membranas bicapa a las que se hace referencia como laminillas. Las laminillas
se componen de dos hojas monocapa de moléculas de lipido con sus superficies no polares (hidr6fobas) enfrentadas
una a otra y sus superficies polares (hidréfilas) enfrentadas al medio acuoso. Las membranas formadas por los lipidos
encierran una porcioén de la fase acuosa de una manera similar a la de una membrana celular que encierra el conteni-
do de una célula. Asi pues, la bicapa del liposoma tiene semejanzas con una membrana celular sin los componentes
proteinicos presentes en una membrana celular. Como se utiliza en conexién con la presente invencion, el término
liposoma incluye liposomas multilaminares, que tienen generalmente un didmetro comprendido en el intervalode 1 a
10 um y estan constituidos por cualquier nimero desde 2 a centenares de bicapas lipidicas concéntricas que alternan
con capas de una fase acuosa, e incluye también vesiculas unilaminares que estdn constituidas por una sola capa lipi-
dica y tienen generalmente un didmetro comprendido en el intervalo de aproximadamente 20 a aproximadamente 400
nm, con preferencia aproximadamente 100 a aproximadamente 400 nm, de modo mds preferible aproximadamente
200 a aproximadamente 300 nm. Las vesiculas pueden producirse sometiendo liposomas multilaminares a extrusién a
presion a través de membranas que tienen poros de tamafio definido, o por homogeneizacién a alta presion. Métodos
de homogeneizacién adicionales adecuados son bien conocidos en la técnica.

“Estabilidad fisica” del compuesto lipdfilo cargado en el liposoma hace referencia al estado fisico del compuesto.
La formacién de agregados extraliposomicos (v.g. cristales del compuesto) es la forma mas comitin de inestabilidad
fisica de un compuesto. En el caso de los taxanos, la agregacion es visible por la formacién de agujas del taxano. La
cristalizacion de un taxano puede medirse por inspeccidn visual de la formulacion liquida de liposomas, microscopia
optica o medida de la obstruccién de la luz o dispersién dindmica de la luz. La estabilidad fisica de la dispersion de
liposomas se refiere también a caracteristicas tales como el tamaiio y la distribucién de tamafios de los liposomas o la
existencia de particulas mayores que 1 um. Especialmente durante la fabricacién de la formulacién de liposomas de
un compuesto lipéfilo deben mantenerse las caracteristicas de los liposomas.

“Estabilidad fisicoquimica” se refiere a una combinacién de estabilidad quimica y fisica.

“Valor PI” se refiere al indice de polidispersidad que hace referencia a la distribucién de tamafios de particula en
una dispersion de liposomas como se mide por técnicas de dispersion dindmica de la luz, v.g. con un Malvern Zetasizer
1000 6 3000.

“Agente estabilizador” se refiere a un agente que estabiliza los liposomas cargados con el compuesto durante la
fabricacién para mantener la estabilidad fisicoquimica del compuesto lip6filo y la formulacién de liposomas. Por
ejemplo, para productos liofilizados, se utilizan crioprotectores como agentes estabilizadores durante la fabricacién.
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“Taxano” se refiere a la clase de agentes antineoplasticos que tienen un mecanismo de accién en los microtibulos y
que tienen una estructura que incluye la estructura extrafia de anillos del taxano y una cadena lateral estereoespecifica
que se requiere para la actividad citostatica. El término taxano se refiere adicionalmente a una diversidad de derivados
de taxano conocidos, que incluyen tanto derivados hidréfilos como derivados hidréfobos. Los derivados de taxano
incluyen, pero sin cardcter limitante, los derivados de galactosa y de manosa descritos en la Solicitud Internacional de
Patente No. WO 99/18113; piperazino y otros derivados descritos en WO 99/14209; los derivados de taxano descritos
en WO 99/09021, WO 98/22451, y la Patente EE.UU. No. 5.869.680; los derivados 6-tio descritos en WO 98/28288;
los derivados de sulfenamida descritos en la patente EE.UU. No. 5.821.263; y los derivados de paclitaxel descritos en
la Patente EE.UU. No. 5.415.869.

“Concentracion total de lipidos” hace referencia a la concentracién de la suma de compuestos anfifilicos y com-
puestos lipéfilos.

“Potencial zeta” se refiere a un potencial de superficie de una particula tal como una particula coloidal medido
con un instrumento tal como un Zetasizer 3000 utilizando micro-electroforesis Laser Doppler en las condiciones
especificadas. El potencial zeta describe el potencial en el limite entre una solucién en masa y la regién de cizallamiento
hidrodindmico o capa difusa.

En contraste con los métodos descritos en la técnica, la estabilidad del compuesto activo cargado durante los pasos
de fabricacién a) hasta d) y el paso de reconstitucién f) de la presente invencién se controla ulteriormente de modo
preferible por cualquiera de los medios siguientes:

- pH controlado (bajo) en la fase acuosa
- temperatura controlada (baja)

- velocidad controlada (alta) de fabricacién y/o aplicacion.

El método de inventiva permite la estabilizacién fisica y quimica del compuesto activo cargado mientras el liposo-
ma se encuentra en un ambiente acuoso.

Limitaciones del procesamiento de liposomas en la escala de produccién como métodos descritos en la técnica
tales como los que se han mencionado arriba carecen parcial o generalmente de la posibilidad de aumento de escala
con objeto de satisfacer los requisitos que son necesarios para la produccion comercial. Con el método de inventiva,
se describe por primera vez la produccién en gran escala de liposomas catiénicos fisicoquimicamente estables que
comprenden un compuesto activo lipdfilo.

La fabricacion de los liposomas catiénicos de la presente invencion, el llenado estéril y la transferencia al liofiliza-
dor requiere 4-18 horas. Después de ello los liposomas se guardan p.ej. como un polvo liofilizado con un contenido de
agua de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5%, con preferencia aproximadamente 0,5 a aproximadamente
1%. Antes de la aplicacién, el polvo liofilizado tiene que reconstituirse, lo que significa que los liposomas se redis-
persan en una solucién acuosa o en agua lo que puede conducir a la inestabilidad fisicoquimica de la formulacién de
liposomas y el compuesto lipé6filo cargado. Por esta razon, la estabilidad durante el uso tiene que cubrir el periodo de
tiempo para la reconstitucion, el transporte a la sala hospitalaria y aplicacién al paciente (que es tipicamente de varias
horas) y deberia abarcar un minimo de 8 horas, idealmente 24 horas. Asi pues, el periodo minimo de tiempo para
manipulacién de la preparacion acuosa de liposomas es 12 h a temperaturas refrigeradas (2-8°C) y 4 h a la temperatura
ambiente.

Con la presente invencidn se proporciona un método en el cual la estabilidad quimica del liposoma catiénico que
comprende un compuesto activo se garantiza durante el intervalo de tiempo descrito.

Asi, en una primera realizacién del método de inventiva, dicha preparacién de liposomas que comprende dicho
compuesto activo es estable fisica y quimicamente en uno cualquiera de los pasos b) a d) o f) durante al menos 12
horas a aproximadamente 2°C hasta aproximadamente 8°C y al menos aproximadamente 4 horas a la temperatura
ambiente.

La estabilidad fisica y quimica en el contexto de la presente invencidn se refiere al liposoma catiénico y al com-
puesto activo. La estabilidad fisicoquimica del compuesto activo se refiere al compuesto lipdfilo que estd cargado
en el liposoma catiénico de la preparacién de liposomas. Cargado significa que el compuesto puede estar integra-
do/embebido en la bicapa lipidica del liposoma y/o asociado interior y/o exteriormente con el liposoma.

Fisicamente estable, referido al compuesto cargado, significa que p.ej. sustancialmente no son detectables pro-
ductos de agregacion del compuesto de ningtin tipo. La inestabilidad fisica es detectable por medida de particulas
no visibles (v.g. por medida de obstruccion de la luz), microscopia dptica y dispersién dindmica de la luz (DLS). La
estabilidad quimica significa que los productos de degradacion son inferiores a aproximadamente 5% de la cantidad
total del compuesto. La deteccidn de productos de degradacion puede realizarse v.g. por HPLC.
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Aparte de consideraciones de estabilidad, el pH de una forma farmacéutica de dosificacién estd determinado por su
modo de aplicacion. En general, para una aplicacién i.v. (inyeccién, infusidn) se prefieren soluciones al pH fisiolégico.
Por tanto, usualmente se utilizan soluciones acuosas no tamponadas o un tampon fisiolégico en el intervalo de pH
7,0~7,5 para la fabricacion de liposomas de paclitaxel. Ninguna de las descripciones que tratan de la carga de paclitaxel
en liposomas catidénicos considera la estabilidad quimica del paclitaxel liposémico. De acuerdo con ello, el pH se
selecciona considerando una tolerabilidad maxima de la formulacién farmacéutica en el paciente, que se encuentra a
pH fisiolégico.

La ignorancia de la cuestion de la estabilidad por el documento mds reciente publicado acerca de paclitaxel en lipo-
somas cationicos (tal como temperatura y pH, véase [3]) estd respaldada por el hecho de que el proceso de fabricacién
se realiza a temperatura elevada como se ha descrito arriba.

Se sabe por la literatura cientifica que el paclitaxel en un tampo6n acuoso alcanza su maxima estabilidad a un pH
dcido en el intervalo de 3 a 5 [4]. Sin embargo, los datos publicados para paclitaxel formulado con liposomas cargados
negativamente o neutros difieren significativamente de los descubrimientos con los liposomas cargados positivamen-
te. Sharma y Straubinger [1] consignaron para liposomas neutros y aniénicos una estabilidad quimica mayor que 3
meses a 4°C y a la temperatura ambiente. En cambio, los solicitantes encontraron que la descomposicién en las for-
mulaciones catiénicas puede ocurrir en una escala de tiempo de horas o dias. Esto demuestra que las membranas
liposémicas cargadas con el compuesto representan un sistema sumamente complejo, en el que las interacciones entre
los componentes individuales son criticas para la estabilidad fisicoquimica de los liposomas cargados con paclitaxel.

Experimentos realizados demuestran que la estabilidad quimica de los (fosfoéster-)lipidos en liposomas depende
del pH del entorno (v.g. [5], [7], [8]). La mayoria de los liposomas neutros y aniénicos exhiben una estabilidad
fisicoquimica 6ptima a aproximadamente pH 6,5 y una pérdida mas o menos significativa de estabilidad con el valor
de pH creciente o decreciente debida a, v.g. hidrélisis de los ésteres de las estructuras lipidicas. Vernooij et al. indican
que estos resultados no pueden transferirse a los liposomas catiénicos compuestos de DOTAP y DOPE. En estos
liposomas, el DOTAP y el DOPE son sumamente estables a un pH inferior a 6,4 y 6,1, respectivamente, y la tasa de
hidrolisis en esta region es practicamente independiente del pH. Los autores no consiguieron explicar la cinética de
la hidrdlisis observada sobre la base de su modelo existente, pero sugirieron que la hidrélisis influenciada por aminas
puede jugar un papel importante en la conformacién de los perfiles k-pH.

Sin embargo, es cuestionable si uno de los modelos arriba mencionados es aplicable a una formulacién que con-
tenga otro lipido neutro en lugar de DOPE. El pH 6ptimo para la estabilidad quimica de los lipidos utilizados para
formulaciones catidnicas de liposomas no puede, por consiguiente, deducirse de las descripciones de la técnica ante-
rior.

En la presente invencién se encontrd sorprendentemente qué los liposomas catiénicos que comprenden paclitaxel
se caracterizan por una estabilidad quimica éptima a valores de pH 4cido. Esto estd en claro contraste con los datos
publicados para liposomas neutros y/o aniénicos ([1], [6]).

Asi pues, en una realizacién preferida, el valor de pH del medio acuoso en uno cualquiera de los pasos b) a d) y
f) del método de inventiva es tal que dicha preparacién de liposomas mantiene su estabilidad fisica y quimica durante
al menos 12 horas a aproximadamente 2°C hasta aproximadamente 8°C y al menos aproximadamente 4 horas a la
temperatura ambiente, siendo preferiblemente el valor de pH entre aproximadamente 3 y aproximadamente 7 y de
modo mads preferible entre aproximadamente 4 y aproximadamente 6,5.

En otra realizacién preferida, el método de inventiva comprende adicionalmente enfriar a una temperatura entre
aproximadamente -1°C y aproximadamente 15°C, preferiblemente a una temperatura comprendida entre aproxima-
damente 1°C y aproximadamente 10°C, y de modo muy preferible entre aproximadamente 2°C y aproximadamente
8°C.

La invencidn proporciona ademas un método para producir una preparacion catidnica de liposomas que comprende
un taxano como agente anti-angiogénico y citotéxico. Dicha preparacién puede inhibir la angiogénesis y es por consi-
guiente qtil en el tratamiento de una diversidad de enfermedades tales como cancer, inflamacién crénica y andlogas.

Asi pues, otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir una preparacion catidénica
de liposomas que comprende al menos un compuesto anfifilico seleccionado de lipidos catiénicos en una cantidad de
al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos un compuesto anfifilico adicional en una cantidad de
hasta aproximadamente 68% molar, un taxano en una cantidad de al menos aproximadamente 2% molar y un agente
estabilizador en una cantidad de aproximadamente 0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v),

que comprende los pasos de

a) proporcionar

i. una solucién orgdnica que comprende un disolvente organico, dicho taxano y dicho lipido catiénico, y

opcionalmente dicho compuesto anfifilico adicional,
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ii. una solucién acuosa que comprende dicho agente estabilizador,

b) preparar una preparacion catiénica de liposomas a partir de dicha solucién a) i) y a) ii), en donde dicha prepa-
racién comprende liposomas catiénicos en un medio acuoso,

¢) opcionalmente, homogeneizar dicha preparacién al menos una vez y/o
d) opcionalmente filtrar en condiciones estériles dicha preparacidn,
e) deshidratar dicha preparacion y

f) opcionalmente, reconstituir dichos liposomas catiénicos del paso e) en una solucién acuosa y en donde opcio-
nalmente antes del paso c¢) y/o d) se incluye un paso de ultrafiltracion.

En una realizacion preferida del método de inventiva, dicha preparacién de liposomas que comprende dicho taxano
es fisica y quimicamente estable en uno cualquiera de los pasos b) a d) o f) durante al menos 12 horas a aproximada-
mente 2 a aproximadamente 8°C y al menos aproximadamente 4 horas a la temperatura ambiente.

Por regla general, la proporcién de un taxano en la preparacion catidnica de liposomas de la presente invencién es
menor que aproximadamente 20% molar. En algunas realizaciones, la preparacion catiénica de liposomas comprende
un taxano en una proporcién de aproximadamente 0,5% molar a aproximadamente 20% molar, con preferencia desde
aproximadamente 2% molar a aproximadamente 15% molar. En otras realizaciones, estd presente un taxano en una
porcién de aproximadamente 1% molar a aproximadamente 5% molar, y en otras realizaciones adicionales desde
aproximadamente 5% molar a aproximadamente 15% molar, y de modo mds preferible desde aproximadamente 10%
a aproximadamente 13% molar.

En una realizacion preferida del método de inventiva, dicha preparacion de liposomas comprende un taxano, prefe-
riblemente paclitaxel o docetaxel o un derivado lipéfilo de los mismos en una cantidad de aproximadamente 1% molar
a aproximadamente 20% molar, preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 2% molar a aproximadamente
5% molar para paclitaxel o preferiblemente en una cantidad de al menos 3% molar para docetaxel o succinil-paclitaxel
y muy preferiblemente en una cantidad de al menos 5% molar para docetaxel o succinil-paclitaxel.

Es una caracteristica de la presente invencion que el taxano no se separa sustancialmente desde la bicapa liposémica
a la fase acuosa y no forma sustancialmente cristales de taxano en una dispersién de liposomas en un periodo de
al menos 0,5 horas, generalmente al menos 1 hora, con preferencia al menos aproximadamente 2 horas, con mis
preferencia al menos aproximadamente 3 horas y con la maxima preferencia al menos aproximadamente 4 horas a la
temperatura ambiente. Un liposoma catidnico en el cual el taxano no se separa sustancialmente de la bicapa liposémica
es uno en el cual por regla general menos de aproximadamente 20%, usualmente menos de aproximadamente 10%, mas
usualmente menos de aproximadamente 5%, tipicamente menos de aproximadamente 1% y preferiblemente menos de
aproximadamente 0,5% de la cantidad total de taxano cargada en el liposoma catiénico que se ha separado de la bicapa
del liposoma.

Otro objeto adicional de la presente invencién es proporcionar una preparacién catiénica de liposomas que puede
obtenerse por un proceso del método descrito.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una forma deshidratada de una preparacion catidnica de
liposomas que comprende al menos un compuesto anfifilico seleccionado de lipidos catiénicos de al menos aproxima-
damente 30% molar, opcionalmente al menos otro compuesto anfifilico de hasta aproximadamente 69,9% molar, un
compuesto lipéfilo activo de al menos aproximadamente 0,1% molar y un agente estabilizador de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 20% (m/v), caracterizada porque dicha preparacién de liposomas es fisica y quimicamen-
te estable en una solucién acuosa durante al menos 12 horas a 2 hasta 8°C y al menos 4 horas a la temperatura
ambiente.

En una realizacién preferida adicional de la preparacion de la presente invencion, el compuesto lipéfilo activo se
selecciona de un taxano, una camptotecina, una estatina, un depsipéptido, talidomida, y otros agentes que interaccionan
con los microtibulos tales como discodermolida, laulimalida, isolaulimalida, eleuterobin, Sarcodictina A 'y B y en una
realizacién mds preferida el compuesto lipdfilo activo se selecciona de paclitaxel, docetaxel, camptotecina o cualquier
derivado lipéfilo de los mismos.

En una realizacidon preferida de la presente invencién, dicha preparacion de liposomas comprende un taxano, pre-
feriblemente paclitaxel o docetaxel o un derivado lipéfilo de los mismos en una cantidad de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20% molar, preferiblemente una cantidad de aproximadamente 5% molar para paclitaxel o prefe-
riblemente en una cantidad de al menos 5% molar para docetaxel o succinil-paclitaxel. En una realizacién preferida
adicional, dicha preparacién de liposomas comprende camptotecina-lactona en una cantidad de aproximadamente
0,1% molar a aproximadamente 1% molar.
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En una realizacion preferida, la preparacién de inventiva comprende un agente estabilizador tal como trehalosa
en el intervalo de aproximadamente 5% (m/v) a aproximadamente 15% (m/v) con respecto al volumen total de la
preparacion.

Otro objeto adicional de la presente invencidn es proporcionar una forma deshidratada de una preparacién catiénica
de liposomas que comprende al menos un compuesto anfifilico seleccionada de lipidos catiénicos de al menos apro-
ximadamente 30% molar, opcionalmente al menos otra sustancia especifica de hasta aproximadamente 65% molar,
paclitaxel de aproximadamente 5% molar y un agente estabilizador de aproximadamente 0,1% (m/v) a aproxima-
damente 20% (m/v) caracterizada porque dicha preparacion de liposomas es fisica y quimicamente estable en una
solucién acuosa durante al menos 12 horas a 2 hasta 8°C y al menos 4 horas a la temperatura ambiente.

Es un objeto adicional de la presente invencién proporcionar una forma deshidratada de una preparacion catié-
nica de liposomas que comprende al menos un compuesto anfifilico seleccionada de lipidos catiénicos de al menos
aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos otra compuesto anfifilico de hasta aproximadamente 65% mo-
lar, docetaxel de al menos aproximadamente 5% molar y un agente estabilizador de aproximadamente 0,1% (m/v) a
aproximadamente 20% (m/v).

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una forma deshidratada de una preparacién catiénica de lipo-
somas que comprende al menos un lipido catiénico de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos
otra compuesto anfifilico de hasta aproximadamente 65% molar, succinil-paclitaxel de al menos aproximadamente 5%
molar y un agente estabilizador de aproximadamente 0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v).

Es una caracteristica de la presente invencién que los liposomas catiénicos tienen un potencial positivo zeta en
solucién de KCI aproximadamente 0,05M a aproximadamente pH 7,5 a la temperatura ambiente, preferiblemente un
potencial zeta en el intervalo de aproximadamente 25 mV a 100 mV en solucién de KCI aproximadamente 0,05M
a aproximadamente pH 7,5 a la temperatura ambiente y mds preferiblemente un potencial zeta en el intervalo de
aproximadamente 35 mV a 70 mV en solucién de KCl aproximadamente 0,05M a aproximadamente pH 7.5 a la
temperatura ambiente.

Una caracteristica adicional de la presente invencion es que cualquier preparacion de liposomas de la invencién
comprende liposomas con un tamafio medio de particula de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 400 nm, con
preferencia aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede encontrarse en una forma seca liofilizada o en forma
de una suspension liquida. Se prefiere la forma liofilizada, dado que puede mantenerse de manera estable durante
periodos de hasta varios meses o afios. Las suspensiones de la composicién farmacéutica de la presente invencion en
pH débilmente 4cido (tamponado o acidificado) son estables durante periodos de horas hasta meses, dependiendo de
la temperatura, el contenido del compuesto, y los constituyentes fosfolipidicos.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicién farmacéutica que comprende una cualquiera
de las preparaciones de liposomas de la invencidn junto con un vehiculo, diluyente, y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

La composicién farmacéutica de la presente invencién es activa en el campo del tratamiento del cancer, la curacién
de las heridas y varias enfermedades crdnicas, y en general en el tratamiento de enfermedades asociadas con actividad
angiogénica intensificada por administracién de la composicién a pacientes en una cantidad eficaz. Los liposomas de
la presente invencién pueden administrarse solos o en combinacién con vehiculos o diluyentes farmacéuticos ade-
cuados. Formas de aplicacién adecuadas son las rutas parenterales de administracion tales como la administracion
intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutidnea. Las formas de dosificacién adecuadas para administracién
parenteral incluyen soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones y andlogas bien conocidas en la técnica.

Teniendo presente la exposicioén general que antecede, los ejemplos especificos que se presentan a continuacién son
unicamente ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencién. Otras configuraciones
genéricas y especificas serdn evidentes para las personas expertas en la técnica.

Ejemplos
1. Ejemplo 1
T™ )

Preparacion de liposomas cargados con paclitaxel (LipoPac

El ejemplo siguiente describe la fabricacién de liposomas cargados de paclitaxel (LipoPac™) que es aplicable a
una escala de 4 1, 12 1y al menos 66 1. Todas las formulaciones liquidas estdn compuestas estequiométricamente por:
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- DOTAP-CI ~ [50% molar
- DOPC 472 molar
- paclitaxel 3% molar

- trehalosa-dihidrato 108,2 g/l
- etanol 1,33% (m/m)

El etanol es un producto intermedio. Se propone que el etanol se elimine al menos parcialmente por liofilizacién.
Se determinaron las cantidades residuales de etanol para los Protocolos 2 y 3 y se encontrdé que eran inferiores a 1%.

1.1 Solucion etandlica de lipido

Una cantidad apropiada de DOTAP-CI, DOPC y paclitaxel se disuelve en etanol para dar una concentracion final
de 400 mM de compuestos lipéfilos totales en etanol. Se obtuvo una solucién clara (solucién etandlica de lipido). La
solucién etandlica de lipido puede guardarse durante una noche a 2-8°C.

1.2 Preparacion de solucion de Trehalosa

Se disuelve una cantidad apropiada de trehalosa-dihidrato en agua para inyeccion (Wfl) y se agita durante al menos
5 min hasta que se obtiene una solucién clara. La solucién preparada se filtra a través de una membrana filtrante plana
de 0,22 um de PVDF (Millipak) a la temperatura ambiente. Alternativamente, la solucién de trehalosa puede filtrarse
a través de una membrana de acetato de celulosa de 0,22 pum (Sartobran® P) a la temperatura ambiente o a través
de una membrana de filtracion estéril de grado esterilizacioén (0,22 ym) a la temperatura ambiente. Antes de iniciar
la inyeccion de etanol se ajustan el pH y la temperatura a pH 3-7 y 2-8°C respectivamente, y se mantienen a esta
temperatura.

1.3 Inyeccion de etanol

La solucién lipidica de etanol se inyecta en la solucién agitada de trehalosa con una velocidad de al menos 0,433
ml/min, pero puede aumentarse dependiendo de las circunstancias. La solucién de trehalosa se agita con una velocidad
de al menos 280 rpm pero puede aumentarse de acuerdo con las circunstancias. La inyeccién se realiza con un embudo
de goteo o a través de un capilar utilizando una bomba de pistén. La dispersion bruta obtenida se agita durante al
menos 5 min.
1.4 Extrusion

La dispersién bruta se extruye 5 veces a través de una membrana de policarbonato de 200 nm. La dispersioén de
liposomas se fuerza 5 veces a través de la membrana aplicando una presion de al menos 2 bar. Durante la extrusion, la
temperatura se mantiene a 2-8°C.
1.5 Filtracion estéril

Después de la extrusion, la dispersion de liposomas se filtra a través de un filtro de grado esterilizacién (MilliPak
200, 0,22 pum). Se aplica inmediatamente una presién de al menos 2,5 bar. Se realiza la filtracion estéril a 2-8°C. Puede
realizarse un segundo paso de filtracion estéril para asegurar la eliminacién completa de las bacterias.
1.6 Liofilizacion

La liofilizacién tiene que ajustarse al tamafio de la escala de preparacién determinada dando como resultado pre-
paraciones similares.

Protocolo 1 para una escala de 4 1, viales 6R con un volumen de llenado de 2,1 ml/vial:

La liofilizacién se realiza utilizando un liofilizador Christ (Epsilon 2-12D). Resumidamente, las muestras se con-
gelan a -40°C durante 3 horas. El secado primario se realiz6 a -40°C, -30°C y -16°C. La presion se ajust6 a 0,1 mbar. El
secado secundario se realiz6 a +20°C y se aplicé vacio (0,01 mbar). Los viales se cierran a aprox. 800 mbar de presion
bajo nitrégeno.

Protocolo 2 para una escala de 12 1, viales 50 H con un volumen de llenado de 14 ml/vial:

La liofilizacién se realiza utilizando un liofilizador Christ. Resumidamente, las muestras se congelan a -30°C
durante 3 h. Después de la congelacion, la temperatura y la presion se ajustan a -16°C y 0,1 mbar. Después de 60 h
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de secado primario, la temperatura se aumenta a +20°C y la presién se reduce a 0,001 mbar dentro de 3 h. El secado
secundario se realiza durante 12 h a +20°C y 0,001 mbar. Los viales se cierran a aprox. 800 mbar de presién bajo
nitrégeno.

Protocolo 3 para una escala de 66 1, viales 100 H con un volumen de llenado de 25 ml/vial:

La liofilizacién se realiza utilizando un liofilizador Kniese EK-10. Resumidamente, las muestras se congelan a
-40°C durante al menos 3 h. Después de la congelacion, la temperatura del producto se eleva a -16°C. La presion se
ajusta a 0,1 mbar. Después de 12 h de secado primario, la temperatura se aumenta a 0°C en el transcurso de 59 h. El
secado secundario se realiza durante 12 h a +20°C y 0,01 mbar utilizando una rampa de 3 h para ajustar la presion y la
temperatura. Los viales se cierran a aprox. 800 mbar de presién bajo nitrégeno.

Protocolo 4 para una escala de 66 1, viales 100 H con un volumen de llenado de 25 ml/vial:

La liofilizacién se realiza utilizando un liofilizador Kniese EK-10. Resumidamente, las muestras se congelan a
-40°C durante al menos 3 h. Después de la congelacion, la temperatura del producto se eleva a -16°C. La presion se
ajusta a 0,1 mbar. La temperatura y la presion se mantienen constantes durante un periodo de tiempo de 60 a 100 h. El
secado secundario se realiza durante 12 h a +20°C y 0,01 mbar utilizando una rampa de 3 h para ajustar la presién y la
temperatura. Los viales se cierran a aprox. 800 mbar de presién bajo nitrégeno.

Se fabric6 LipoPac™ de acuerdo con el procedimiento arriba descrito. Todas las preparaciones eran de tamafio
homogéneo (Zave y PI) después de extrusion y filtracion estéril (Zave aproximadamente 220 nm y PI aproximada-
mente 0,2-0,3). Después de la liofilizacién, se obtuvieron muestras con un indice PI de 0,27 (lote GB100, Fig. 1) o
respectivamente 0,56 (GB 261, Fig. 2) dependiendo del protocolo de liofilizacién utilizado.

GB 100 se ha fabricado de acuerdo con un protocolo de liofilizacién similar al protocolo 4, en tanto que GB 261
se ha fabricado de acuerdo con un protocolo de liofilizacion similar al protocolo 3.

El andlisis HPLC de diferentes lotes se realizé con el foco puesto en la degradacién del paclitaxel como puede
observarse por la formacién de 7-epitaxol, un producto principal de la degradacién. Los resultados se muestran en la
Tabla 1.

TABLA 1

Formacion de 7-epitaxol en diferentes lotes

Temperatura durante

Lote 7-Epitaxol

la fabricacion

1,5%
Temperatura ambiente 1.2 %
0.9 %
0,4 %
0,2 %
2.8°C 03 %
0,7 %
0,7 %
0,5 %

OO0 I~ U B LI NS | -

La formacidén de 7-epitaxol depende de la temperatura de fabricacion del material a granel. Los lotes 1-3 se fabri-
caron a la temperatura ambiente en escala de 8-12 1. Se encontrd que 7-epitaxol estaba comprendido en el intervalo de
0,9-1,5%. La temperatura de fabricacidon decreciente hasta 2-8°C dio como resultado una disminucién del contenido
de 7-epitaxol hasta 0,2-0,7%. El pH de todas las suspensiones de liposomas durante la fabricacién estaba comprendido
entre 4,7y 6.

2. Ejemplo 2
Influencia del valor de pH sobre la estabilidad durante el uso del paclitaxel liposémico después de su reconstitucion

2.1 Sumario

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia de la temperatura y el valor de pH sobre la estabilidad
durante la utilizacién de paclitaxel liposémico después de reconstitucion de las preparaciones liofilizadas. Se realizaron
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estudios con diferentes muestras de paclitaxel liposémico, lote Si 175 a dos temperaturas diferentes y 7 valores de pH
diferentes (pH 5,0 a 8,0).

Muestras liofilizadas de paclitaxel liposémico, lote Sil75 (preparado como se ha descrito arriba en el Ejemplo 1)
se reconstituyeron en soluciones tamp6n BISTRIS o TRIS 10 mM, que se ajustaron a valores de pH en el intervalo
de 5,0 a 8,0 previamente. Las dispersiones acuosas se guardaron a la temperatura ambiente o en un frigorifico (2-8°C)
durante hasta 32 h.

Temperatura ambiente: La degradacion del paclitaxel liposomico depende acusadamente del valor de pH de la
dispersion acuosa. El paclitaxel es estable a valores de pH de 6,0 e inferiores durante hasta 32 h. S6lo aproximadamente
1% de la sustancia activa se degradaba durante 32 h a pH 6,0. A valores de pH mayores, la degradacién aumentaba de
modo espectacular desde aproximadamente 8% a pH 6,5 a aproximadamente 70% a pH 8,0 en el transcurso de 32 h.

El producto de degradacién principal era 7-epi-taxol. Su cantidad formada durante 32 h aumentaba desde aproxi-
madamente 1% a pH 6,0 a aproximadamente 25% a pH 8,0. Baccatin III y 10-desacetiltaxol aumentaban linealmente
hasta aproximadamente 12% después de 32 h a pH 8,0. Una estabilidad aceptable durante el uso de no mas de 2% de
degradacion del paclitaxel liposémico a la temperatura ambiente podia alcanzarse Gnicamente si el valor de pH de la
solucién acuosa era 6,0 o inferior. En estas condiciones, la formacién de compuestos de degradacién podia despreciar-
se practicamente. Pudo alcanzarse una estabilidad durante el uso de 12 h sin problemas en este intervalo de pH. Por
encima de valores de pH de 6,0, la estabilidad durante el uso de 12 h tiene que reducirse y ajustarse de acuerdo con
las cantidades de productos de degradacion aceptadas en la dispersion.

Frigorifico: La degradacién del paclitaxel liposémico podia ralentizarse significativamente a temperaturas inferio-
res. El paclitaxel es estable es estable a valores de pH de 6,5 o inferiores. Esto significa que el valor de pH critico
podria incrementarse desde 6,0 a 6,5 comparado con los experimentos realizados a la temperatura ambiente. A valores
de pH mas altos aumentaba la degradacion, pero en menores grados que a la temperatura ambiente. A pH 8,0, pudieron
recuperarse cantidades mayores del doble de las cantidades de paclitaxel después de 32 h.

Los productos de degradacion se formaron en las mismas proporciones que en los experimentos conducidos a la
temperatura ambiente, pero en cantidades significativamente inferiores. De nuevo, 7-epi-taxol era el producto prin-
cipal de degradacién de paclitaxel (10% a pH 8,0). Baccatin III y 10-desacetiltaxol se formaban en proporciones de
aproximadamente 5 a 6% a pH 8,0. Las sustancias desconocidas encontradas eran las mismas.

La estabilidad durante el uso del paclitaxel liposémico podia aumentarse significativamente a temperaturas mas
bajas (2-8°C). En un intervalo de pH de 5,0 a 6,5, las muestras reconstituidas pueden guardarse durante hasta 32 h sin
la formacion de productos de degradacion. la degradacion es mucho mds lenta comparada con la temperatura ambiente
incluso a valores de pH maés altos.

Estos experimentos demostraron que el almacenamiento del paclitaxel liposémico en un medio 4cido (pH inferior
a 6,5) en el frigorifico reducia los procesos de degradacién de la sustancia activa paclitaxel. La estabilidad durante el
uso de las dispersiones podia prolongarse hasta mas de 12 h en estas condiciones.

2.2 Experimental
2.2.1 Sistema de Test - Formulacion

En este estudio se utiliz6 una formulacién de lipomas de paclitaxel como se muestra en la Tabla 2:

TABLA 2

Formulacion de liposomas investigada

Formulacion Lote ~ Composicion teérica Volumen de
No. [mM] Liofilizado
DOTAP | DOPC | Paclitaxel | por Vial [mi]
Paclitaxel Si175 5,0 4.7 0,3 2,1
liposémico
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2.2.2 Instrumentos
Sistema HPLC:
e Autoinyector: SIL-10ADVP con gradilla de muestras No. 11
e Bomba isocritica: LC-10ADVP
e Desgasificador: DGU-14A
e Horno de la columna: CTO-10ASVP
e Detector DAB: SPD-M10AVP
e Controlador: SCL-10AVP

o Software para evaluacion: CLASS VP, Version 6.10 Shimadzu Deutschland GmbH; 47269 Duisburg; Ale-
mania

Medidor de pH:
e InoLab pH Level 2; WTW GmbH und Co. KG; 82362 Weilheim, Alemania

Refrigerador y frigorifico disponibles habitualmente en el laboratorio.

2.2.3 Método HPLC
Columnas:
LiChroCART® 250-4, LiChrospher® 60, RP-select B, longitud 250 mm,
ID: 4 mm, tamafio de particula: 5 um; Pedido No.: 1.50839.0001
Pre-columna: v.g. 8/4 LiChrospher® 100-5 C18; Pedido No.1-50957 Merck KgaA, 64293 Darmstadt, Alemania
Volumen de Inyeccion: 10 ul
Temperatura del Horno: 35°C
Fase Movil: acetonitrilo/THF/acetato de amonio 2 mM (32/12/56, v/v/v; v = % en volumen)
Caudal: 1,00 ml/min

Longitud de Onda del Detector: 229 nm

2.2.4 Preparacion de las Muestras

Las muestras liofilizadas (preparacién descrita en el ejemplo) se reconstituyeron en soluciones tampén BISTRIS
o TRIS 10 mM, que se ajustaron a valores de pH en el intervalo de 5,0 a 8,0 con 4cido clorhidrico. Las soluciones
se agitaron cuidadosamente hasta que se obtuvo una dispersion homogénea, ligeramente turbia, que estaba exenta de
particulas visibles. Las soluciones se utilizaron 30 min después de su preparacion, lo mds pronto posible.

Preparacion de las soluciones tampon BISTRIS 10 mM:

Se pesaron aproximadamente 1,26 g de BISTRIS en un vaso de precipitados de 1000 ml y se diluyeron con 600 ml
de agua (agua para inyeccion, medida exactamente con una probeta graduada). Se ajustaron luego 5 partes alicuotas de
100 ml de esta solucién con 4cido clorhidrico (HCI) 1M a valores de pH de 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 y 7,0. Aproximadamente
0,5 ml (pH 7,0) a 4,0 ml (pH 5,0) del 4cido fueron necesarios para el ajuste de los valores de pH. E1 HCI 1M se prepar6
por dilucién de aproximadamente 9 g de HC1 (37%) con 100 ml de agua (agua para inyecciones).

La capacidad de tamponamiento del tampén BISTRIS a valores de pH inferiores a 5,5 es baja y puede despreciarse

aun valor de pH de 5,0. Sin embargo, se eligié la misma debido a que la mayoria de los tampones no podian utilizarse
en combinacién con liposomas catiénicos.
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Preparacion de las soluciones tampon TRIS:

Se pesaron aproximadamente 1,21 g de TRIS en un matraz aforado de 1000 ml y se llenaron hasta el volumen total
con agua (agua para inyecciones). A continuacién, se ajustaron dos partes alicuotas de 100 ml de esta solucién con
HCI 1M a valores de pH de 7,5 y 8,0. Se necesitaron aproximadamente 1 ml (pH 8,0) y 1,5 ml (pH 7,5) del 4cido.

2.2.5 Condiciones de Almacenamiento y Protocolo de Toma de Muestras

Después de la preparacion, se guardaron las muestras como se describe en la Tabla 3. La toma de muestras se
realizé después de 0, 1, 3, 6, 8, 24 y 32 h después de la reconstitucién. En cada intervalo de toma de muestras, se
tomaron del vial partes alicuotas de 200 ul de la dispersion y se determinaron los pardmetros pureza y contenido de
paclitaxel por andlisis HPLC. Adicionalmente, se determiné el valor de pH de la dispersién para cada fecha de toma
de muestras.

TABLA 3

Condiciones de Almacenamiento

Muestra No. | VaordepH | Temperatura [°C] | Tiempo almacenamiento
001 5,0
002 5,5
003 6,0
004 6,5 2—8°C 34
005 7,0
006 7,5
007 8,0
008 5,0
009 55
010 6,0
011 6,5 Temp. ambiente 34
012 7,0
013 7.5
014 8,0

2.3 Resultados y discusion
2.3.1 Degradacion del Paclitaxel Liposomico a la Temperatura Ambiente

La degradacién del paclitaxel liposémico depende acusadamente del valor de pH de la solucién acuosa después
de la reconstitucién. Como puede verse en la Tabla 4, el paclitaxel es quimicamente estable a valores de pH de 6,0 e
inferiores durante hasta 32 h. Sélo aproximadamente 1% de la sustancia activa se degradaba durante 32 h a pH 6,0.
La degradacién apreciable del paclitaxel comienza a valores de pH superiores a 6,0 (véanse la Tabla 6 y la Tabla 7).
A pH 6,5, aproximadamente el 10% de la sustancia activa se degradaba durante 32 h. Por aumento del valor de pH
desde 7,0 a 8,0, 1a cantidad de productos de degradacién aumentaba espectacularmente (véase Tabla 8). A pH 8,0, s6lo
pudo recuperarse aproximadamente 30% de la cantidad original de paclitaxel. Incluso en la primera muestra (0 h), a
pH 8,0, se degradaba ya el 10% del paclitaxel, dado que la primera toma de muestras se realiz6 media hora después
de la reconstitucion del vial.

Una estabilidad aceptable durante el uso de los liposomas cargados con paclitaxel a la temperatura ambiente podia
conseguirse Unicamente si el valor de pH de la solucién acuosa es 6,0 o menor. Entonces, la formacién de compuestos
de degradacién podia considerarse practicamente insignificante. Pudo alcanzarse una estabilidad durante la utilizacién
de 12 h sin problemas en este intervalo de pH.

Por encima de valores de pH de 6,0, la estabilidad durante el uso a las 12 h tiene que reducirse y ajustarse de
acuerdo con las cantidades de productos de degradacién aceptadas en la dispersion.
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El producto principal de degradacién observado en este estudio era 7-epi-taxol. Sus cantidades formadas durante
32 h aumentaban desde aproximadamente 1% a pH 6,0 hasta aproximadamente 25% a pH 8,0. Baccatin III y 10-
desacetiltasol aumentaban de manera lineal hasta aproximadamente 12% después de 32 h a pH 8,0. (Véanse Tabla 6,
Tabla 7 y Tabla 8).

TABLA 4

Influencia del tiempo de almacenamiento y el pH sobre la degradacion a la temperatura ambiente

Producto Total de Degradacién [3%
Valor de ) .
Area] Diferencia
pH
Después Después Después de Absoluta
de 0 h de 8 h 32 h
5,0 3,4 3,4 2,8 -0,6
5,5 3,3 3,3 3,4 +0,1
6,0 3,4 3,8 4,5 +1,1
6,5 3,6 5,4 9,4 +5,8
7,0 4,3 12,9 27,1 +22,8
7,5 5,1 16,7 35,6 — +30,5
]
8,0 9,6 40,2 56,9 I +46,5

2.3.2 Degradacion del Paclitaxel liposémico a 2-8°C

La degradacién del paclitaxel liposémico podia ralentizarse a temperaturas mas bajas. Como puede verse en la
Tabla 5, el paclitaxel es estable a valores de pH < 6,5. Esto significa que el valor critico de pH podria aumentarse
desde 6,0 a 6,5 comparado a la temperatura ambiente. En el intervalo de pH 5,0 a 6,5, el sistema acuoso es estable
(véanse también la Tabla 9 y la Tabla 10).

La descomposicion comienza a valores de pH superiores a 6,5. A pH 7,0, aproximadamente el 7% de la sustancia
activa se degradaba durante 32 h. A valores de pH mas altos, la degradacién aumentaba, pero en menor grado com-
parada con los experimentos conducidos a la temperatura ambiente (véanse Tabla 10 y Tabla 11). A pH 8,0, pudieron
recuperarse cantidades de paclitaxel mayores del doble (30% a la temperatura ambiente frente a 64% a 2-8°C) después
de 32 h.

La estabilidad durante el uso del paclitaxel liposémico podria aumentarse significativamente a temperaturas mas
bajas (2-8°C). En un intervalo de pH de 5,0 a 6,5, las muestras reconstituidas pueden guardarse durante hasta 32 h sin
formacién de productos de degradacién. La degradacion es mucho mds lenta comparada a la temperatura ambiente
incluso a valores de pH mads altos. Por encima de valores de pH de 6,5, la estabilidad durante el uso debe ajustarse de
acuerdo con las cantidades de productos de degradacion aceptadas en la dispersion.

Los productos de degradacién se formaban en las mismas proporciones que en los experimentos conducidos a la
temperatura ambiente, pero en cantidades significativamente menores. De nuevo, 7-epi-taxol era el producto principal
de degradacion del paclitaxel. Sus cantidades formadas durante 32 h aumentaban desde aproximadamente 3% a pH
7,0 a aproximadamente 10% a pH 8,0 (véase Tabla 11). Baccatin III y 10-desacetiltaxol se formaban en proporciones
de aproximadamente 5 a 6% a pH 8,0.
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TABLA 5

Influencia del tiempo de almacenamiento y el pH sobre la degradacion a 2-8°C

B Producto Total de Degradacion [%
Valor de )
Area] Diferencia
pH
Después Después de | Después de Absoluta
de 0 h 8 h 32 h
5,0 3,3 3,0 2,9 ~0,4
5,5 3,2 3,0 2,8 - 0,4
6,0 3,3 3,1 3,1 - 0,2
6,5 3,5 3,7 3,9 + 0,4
7,0 4,4 6,7 10,0 + 5,6
705 5,3 10,3 12,8 + 7,5
i 8,0 10,2 25,0 31,8 + 21,6

Se encontraron las mismas sustancias desconocidas que en los experimentos conducidos a la temperatura ambiente,
aunque en cantidades mucho menores.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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2.3.3 Datos Brutos
TABLA 6

5 Degradacion del paclitaxel liposémico y formacion de productos de degradc/zcio’n apH 5,0, 5,5y 6,0 a la temperatura
ambiente (datos presentados en % de drea)

Temp. amb,, Tiempo Baccatin -~ 10-Desacetil-  Paclitaxel ~ 7-Epi-Taxol  Descon. 1 Descon.2 Descon.3 Prods.
10 pH 5,0 [h] Taxol Degrad. Total
0 0,34 0,59 96,6 25 0 0 0 34
1 0,33 0,56 96,9 23 o 0 0 32
15 3 o 047 9.9 27 [y 0 0 32
6 039 0,52 96,7 24 0 0 0 33
8 0,38 0,52 96,7 25 0 0 0 34
20 24 o 0,55 95,3 24 1,7 0 0 29
32 0,37 0 972 24 0 0 0 28
Temp.amb.,pH  Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon. 1 Descon.2 Descon.3 Prods.
55 Taxol Degrad. Total
25
0 0.35 0,59 95,7 23 o 0 0 33
1 037 0,59 96,7 24 0 0 0 33
30 3 0* 051 96,9 2,6 o 0 0 31
6 0,41 0,61 96,6 24 0o 0 0 34
8 037 054 96,7 24 o 0 0 33
2 o 057 943 26 25 0 0 3.2
35 32 0.4 o 96,6 29 oy 0 0 34
Temp. amb.. pH Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxal Descon. 1 Descon.2 Descon.3 Prods.
6.0 Taxol Degrad. Total
40
0 029 0,62 96,6 25 0 0 0 34
1 038 0,67 96,4 25 0 0 0 36
3 [t 0,52 96,8 27 0* 0 0 32
45 6 0,43 0,69 96,4 25 o 0 0 37
8 043 . 065 96,2 27 o 0 0 38
24 0* 0,80 94,0 33 19 0 0 41
32 0,64 0 95,5 39 0 0 0 45
50
*: los picos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a interferencias con el tampén BISTRIS; el % de area
55 de los productos totales de degradacién se calculd sin el
compuesto Desconocido 1, dado que el misme no es, miy
60 probablemente, un metabolito de paclitaxel.
65
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TABLA 7

Degradacion del paclitaxel liposomico y formacion de productos de degradacion a pH 6,5y 7,0 a la temperatura

ambiente (datos presentados en % de drea)

Temp.amb..pH  Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxet 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon 3 Prods.
65 Taxol Degrad. Total
0 037 0.64 964 25 o 0 0 36
1 0,36 0,72 95,1 28 [0 0 0 39
3 0’ 0,65 850 34 0 0 0 4,0
6 0.5% 0,87 95,1 35 o 0 0 49
8 0.64 1.0 94,6 38 0 0 0 54
24 o 1,6 90,3 6.2 2,1 0 0 78
32 o 1.8 88,1 76 25 0 0 94
Temp. amb., pH Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods.
7.0 Taxol Degrad. Total
0 0,48 0,78 95,7 3,0 o ] 0 43
1 0,66 1,0 946 3.7 0° 0 0 54
3 o 13 3,1 56 0 0 0 6,9
6 13 2.0 89,1 7.6 0 0 0 10.9
8 15 24 87.1 9.0 0 0 0 129
24 40 45 69,7 16.9 4,0 1,0 0 264
32 0 48 67,1 20,8 48 1,5 0 27,1

*: los picos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a interferencias con el tampdn BISTRIS; el 3% de area
de los productos totales de degradacidn se calculd sin el

compuesto Desconocido 1, dado gque el mismc no es, muy

probablemente, un metabolito de paclitaxel.
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TABLA 8

ambiente (datos presentados en % de drea)

Temp. amb., pH  Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon. 1 Descon.2 Descon 3 Prods
7.5 Taxol Degrad. Total
0 0,61 0,3 94,1 35 0,80 0 0 5.1
1 0,81 13 1 51 0,66 0 0 72
3 0.3 18 888 12 14 0 0 99
6 1.9 25 845 87 15 0 0 14,1
8 22 30 812 12 20 0,46 0 16,7
24 4,4 51 65,7 196 38 1.4 0 30,4
R 52 6,7 596 21 48 1,7 0 356
Temp. amb., pH  Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods.
8.0 Taxol Degrad. Total
0 1,2 1.8 89.4 6.6 1,1 0 0 96
1 20 29 83 10,7 1.1 0 0 15,6
3 26 44 730 187 22 12 0 249
6 54 66 608 219 35 18 0 35,6
8 6.3 70 55,1 245 48 24 0 40,2
24 105 108 25 294 12,1 43 043 853
k73 11 128 219 284 152 47 0 5,3
*: los plcos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a interferencias con el tampdn BISTRIS; el % de area

de los productos de degradacidén totales se calculd sin el
compuesto Desconocido 1, dado que el mismo no es, mnuy
probablemente, un metabolito de paclitaxel; el compuesto
Desconocido 3 es muy probablemente un artefacto (v.g. una

impureza de la preparacién de las muestras).
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TABLA 9

Degradacion del paclitaxel liposomico y formacion de productos de degradacion a pH 5,0, 5,5y 6,0 a 2-8°C (datos
presentados en % de drea)
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Refrigerador Tiempo {h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon 1 Descon.2 Descon.3 Prods.
(2€°0) Taxol Degrad. Total
pH 5,0

0 034 0,59 96.7 23 0 0 0 33
1 035 0,43 96,7 25 o ' 0 0 33
3 0 0.41 96,8 28 o 0 0 32
6 0,38 0,50 96,7 24 0 0 0 33
8 0 0,56 97,0 24 0 0 0 30
24 0 0,53 958 24 13 0 0 29
32 0 053 85,0 23 21 0 0 29
Refrigerador Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxal Descon 1 Descon.2 Descon.3 Prods
(2-8 °C) Taxo! Degrad. Total
pH 5,5
0 0,31 0,59 9%.8 23 o 0 0 32
1 0,33 0,43 96,6 26 o 0 0 34
3 038 0,51 95,8 23 o 0 0 32
6 0,38 0,55 95,7 23 0 0 0 33
8 o 0,54 97,0 25 o 0 0 30
24 0 0,58 95,7 2.3 15 0 0 29
32 0 0,57 95,1 22 22 0 0 28
Refrigerador Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods
(2-8°C) Taxol Degrad. Total
pH 6,0
0 0.34 0,62 95,7 23 o 0 0 33
1 0,32 0.45 96,6 26 0 0 0 34
3 0,40 0,61 96,7 23 0 0 0 33
6 0,40 0,54 86,7 24 o 0 0 33
8 0 0,56 96,3 25 o 0 0 31
24 0 0,59 958 24 1.2 0 0 30
3z 0 0.58 95,1 25 1.8 0 0 3.1

*: los picos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a interferencias con el tampdn BISTRIS; el % de 4area
de los productos de degradaciodon totales se calculd sin el
compuesto Desconocido 1, dado gque el mismo no es,

probablemente, un metabolito de paclitaxel
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TABLA 10

Degradacion del paclitaxel liposomico y formacion de productos de degradacion a pH 7,0 a 2-8°C (datos
presentados en % de drea)
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Refrigerador Tiempo {h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods.
(2-8°C) Taxol Degrad. Total
pH 6,5

0 0,40 0,63 86,5 24 0 0 0 35
1 0,30 0,51 9.3 29 0 0 0 37
3 0,43 0.67 96,3 256 0 0 0 3,7
6 0.45 0,60 85,4 2,6 0 D 0 36
8 o 074 963 30 o 0 0 37
24 0 087 948 29 14 0 0 38
2 o 088 940 30 22 0 0 39

Refrigerador Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods
(2-8°C) Taxol Degrad. Total
pH 7.0

0 0,52 0,82 956 31 0 0 0 44
1 0,28 0,81 955 34 o 0 0 45
3 0,56 089 952 34 o 0 0 48
6 0,63 1,0 949 35 o 0 0 52
8 0 1,9 923 5.2 1,0 0 0 6,7
24 0 1.9 90,3 5.7 21 0 0 7,6
32 23 19 87,8 5.7 22 0 0 10,0

*: 1los picos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a interferencias con el tampon BISTRIS; el % de Aarea
de los productos de degradacidon totales se calculd sin el
compuesto Desconocido 1, dado que el mismo no es, muy

probablemente, un metabolito de paclitaxel
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TABLA 11

Degradacion del paclitaxel liposomico y formacion de productos de degradacion a pH 7,5 y 8,0 a 2-8°C (datos
presentados en % de drea)

Refrigerador Tiempo [h] Baccatin 10-Desacetil- Paclitaxel 7-Epi-Taxol Descon.1 Descon.2 Descon.3 Prods.
(2-8 °C) Taxol Degrad. Total
pH 7.5

0 083 0,93 939 38 0,75 0 0 53
1 0,62 1,1 93,0 43 1.0 0 0 59
3 0,94 1.3 91,9 46 1,2 0 0 69
6 1.1 15 91,2 47 15 0 0 73
8 14 2,1 88,0 68 17 0 0 10,3
24 1.8 2.8 858 17 1.8 0 0 124
32 20 30 85,1 78 21 0 0 12,8

Refrigerador Tiempo [h) Baccatin 10-Desacetil- Paciitaxel 7-Epi-Taxol Descon 1 Descon.2 Descon.3 Prods.
{2:8°C) Taxol Degrad. Total "
pH 8,0

0 13 19 89,0 71 0,80 0 0 102
1 13 23 87,2 83 0,98 0 0 11,8
3 2,1 29 84,5 9.1 14 0 0 141
6 25 35 82,3 87 1.7 035 0 160
8 38 48 726 152 24 1.1 0 250
24 5.1 6.7 66,3 172 33 14 0 304
32 55 76 63,9 171 43 16 0 318

*: los pilcos correspondientes no pudieron evaluarse debi-
do a 1nterferencias con el tampén BISTRIS; el % de area
de ios productos de degradacidén totales se calculd sin el
compuesto Desconocido 1, dadoe gue el mismo no es, mnmuy

probablemente, un metabolito de paclitaxel

3. Ejemplo 3
Aumento de la actividad durante el uso del paclitaxel cargado en liposomas cationicos

Con objeto de investigar la estabilidad del paclitaxel cargado en liposomas catiénicos en condiciones de pH dife-
rentes, se afladen durante la preparacion varios aditivos, preferiblemente aditivos que constituyen un pH 4acido. De este
modo se examina la epimerizacién en C-7 y la formacién de 7-epi-taxol. Estos compuestos pueden tomarse del grupo
de 4cidos inorgdnicos y orgdnicos. Ejemplos de 4cidos inorgdnicos incluyen dcido clorhidrico (HCI), 4cido fosférico,
dcido sulftrico, acido carbdnico u otros 4cidos utilizados cominmente. Ejemplos de 4cidos orgdnicos son de la for-
mula general para los dcidos monobdsicos R-CO,H con R=CH;-(CH,),; CsH;s-(CH,),- y n = 0-6, por ejemplo dcido
acético o 4cido benzoico. Adicionalmente, se pueden emplear 4cidos dibasicos de la férmula general HO,C-(CH,),-
CO,H, con n = 0-6 tales como 4cido succinico, dcido adipico, o derivados insaturados, tales como dcido maleico o 4ci-
do fumarico, o 4cidos aromadticos tales como dcido ftalico. Son también aditivos preferidos dcidos hidroxi-carboxilicos
tales como 4dcido citrico, acido lactico y 4cido tartérico.

Preparacion:
Una preparacion de liposomas que comprende DOTAP/DOPC/paclitaxel 50/47/3 10 mM se prepara por el método

de la inyeccién de etanol como se ha descrito anteriormente. La solucién acuosa comprende 10% de trehalosa (p/v),
p = 5,5. La solucién de trehalosa puede ajustarse a pH 4,5 por adicién de 4cido clorhidrico, 4cido citrico, o acido

26



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2331791 T3

lactico. Después de la inyeccién de etanol de una solucién que contiene a la vez lipido y compuesto activo, la solucién
resultante se extruye a 4°C y se liofiliza como se ha descrito anteriormente. El liofilizado se analiza por PCS en cuanto
a la distribucién de tamafios de sus liposomas y por HPLC en cuanto a su contenido de paclitaxel y 7-epi-taxol. La
estabilidad durante el uso de los liofilizados se establece como sigue: el liofilizado (preparado como se ha descrito
anteriormente) se reconstituye con agua de calidad MilliQ y se deja durante 24 horas a la temperatura ambiente o a
4°C antes de su examen. Se realizan andlisis tanto PCS como HPLC.

Otra preparacion de liposomas se ha preparado a la temperatura ambiente como se ha descrito arriba con acido
citrico y 4cido lactico como aditivos para la solucién acuosa de trehalosa. Sin liofilizacién, estas formulaciones se
caracterizaban por su tamafio y distribucién de tamafios de los liposomas (PCS) y por concentracién de farmaco y
contenido de 7-epitaxol (% éarea, HPLC).

Resultado:

Cuando los liposomas se preparan a 4°C, se liofilizan y se guardan en el frigorifico, no se observa formacién de 7-
epi-taxol después de reconstitucién como se muestra por los datos de la Tabla 12. La estabilidad durante el uso (24
h, temperatura ambiente) de los liofilizados reconstituidos, sin embargo, depende de la presencia y volatilidad de los
aditivos empleados, como se muestra en la Tabla 13. Cuando no se utiliza aditivo alguno, se encuentra 6% de 7-epi-
taxol. Esta cantidad se reduce ligeramente por el uso de 4cido clorhidrico volatil. Después de 24 h a la temperatura
ambiente, se encuentra poco o nada de 7-epi-taxol empleando dcidos organicos solidos no volatiles, tales como acido
citrico o acido lactico (Tabla 13). Pueden prepararse formulaciones de liposomas de paclitaxel a 25°C como se muestra
en la Tabla 14, en la que no se observé degradacién alguna del paclitaxel incluso después de almacenamiento de 24 h
a 25°C. El andlisis HPLC después de 120 h de almacenamiento ulterior a 25°C no mostr6 cantidad alguna de 7-epi-
taxol (datos no presentados).

TABLA 12

Liposomas cationicos cargados con paclitaxel, preparados a 4°C

i Paclitaxel | 7-Epi-taxol
Preparacion pH | Zimedia [nm] | Valor P o [E‘I)/o] X0
10% trehalosa 55 166 0,20 100 0
10% trehalosa/HCI 45 164 0,17 100 0
o .
10% treha!osa/acudo 45 171 0,182 100 0
citrico
o .
10% treflwallosa/amdo 45 170 047 100 0
lactico J
TABLA 13

Estabilidad durante el uso (24 h) de los liposomas cationicos cargados con paclitaxel preparados a 4°C

‘s Zmedia Paclitaxel 7-Epi-taxol

Preparacion pH [nm] Valor PI (%] | (%]

10% trehalosa 55 152 017 93,8 6,2

10% trehalosa/HCI 45 154 017 957 43

10% trehalosa/.acido | 4,5 159 0,16 98,7 1,3
citrico

10% trehalosa/ acido | 4,5 148 0,21 100 0
lactico
e
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TABLA 14
Estabilidad durante el uso (24 h, sin liofilizacion) de los liposomas cationicos cargados de paclitaxel preparados a
25°C
[ : T
Preparacion PH Znedia [nm]| Valor PI Pac:[Ll/‘t)?xel 7-Epi-taxol [%]
o . .
10% treha!osa/amdo 45 1632 0.142 100 0
citrico Ji .
o .
10% trehal‘osa/amdo 45 158 4 0,188 100 0
lactico . N
4. Ejemplo 4

Preparacion de liposomas cationicos cargados con docetaxel
4.1 Preparacion de los liposomas por el método de pelicula lipidica

Se prepararon formulaciones de liposomas que comprendian docetaxel utilizando el método de pelicula de lipido
como sigue: los lipidos de eleccion y el docetaxel se disuelven en cloroformo en un matraz de fondo redondo. El
matraz se mantiene luego en rotacién a vacio (100 a 200 mbar, 40°C) hasta que se forma una pelicula lipidica delgada.
La pelicula lipidica se seca concienzudamente a 40°C a vacio total (3 a 5 mbar) durante aproximadamente 30 minutos.
La pelicula lipidica seca se enfria en un bafio de hielo y se rehidrata con una solucidn fria (4°C) de glucosa o trehalosa
(pH 5-7) dando como resultado una suspensién de vesiculas lipidicas multilaminares a una concentracién total de
aproximadamente 10 a 20 mM. Una vez que se forma una dispersién homogénea (después de 15-20 min de rotacién) la
dispersion de liposomas se extruye (filtracion a presion) preferiblemente a una temperatura entre 4°C y 8°C, 1-5 veces
a través de membranas de policarbonato de tamafio apropiado, tipicamente entre 150 y 250 nm, lo que va seguido
opcionalmente por filtracién estéril. Se encontré que la baja temperatura durante la fabricacién era critica debido a una
estabilidad quimica incrementada del docetaxel y los lipidos y debido al descubrimiento de que puede alcanzarse una
mayor relacién de compuesto activo a lipido (mayor contenido de docetaxel). La dispersion de liposomas formada se
caracteriza plenamente por andlisis HPLC, PCS y microscépico.

4.2 Preparacion de liposomas por inyeccion de etanol

Se prepararon también formulaciones de liposomas que comprendian docetaxel utilizando el método de inyeccién
de etanol como sigue: se disolvieron docetaxel y lipidos en etanol (u otro disolvente orgdnico adecuado) usualmente
a una concentracion total de lipidos de aproximadamente 200-400 mM. Se prepard una solucién acuosa de un crio-
protector, preferiblemente trehalosa al 10% a pH 5-7 y se enfri6 a una temperatura entre 4 y 8°C antes de la inyeccién
del disolvente organico. La solucién etandlica se inyect6 (3-300 ml/min de velocidad de inyeccion) en la solucion de
trehalosa fria agitada enérgicamente, alcanzdndose una concentracion final total de lipidos de 10 mM. Una vez que se
forma una dispersiéon homogénea, se extruye la dispersién de liposomas (filtracién a presion) preferiblemente a una
temperatura comprendida entre 4°C y 8°C, 1-5 veces a través de membranas de policarbonato de tamafio apropiado,
tipicamente entre 150 y 250 nm, seguido opcionalmente por filtracién estéril. Se encontré que la baja temperatura
durante la fabricacién es critica debido a la estabilidad quimica incrementada del docetaxel y los lipidos y debido
al descubrimiento de que puede alcanzarse una mayor relacion de compuesto activo a lipido (mayor contenido de
docetaxel). La dispersion de liposomas formada se caracteriza plenamente por andlisis HPLC, PCS y microscépico.

4.3 Variacion del Contenido de Docetaxel

Se forman liposomas (concentracién total de lipidos 10 mM, 10% trehalosa) que comprenden DOTAP y DOPC,
con contenidos diferentes de docetaxel. La composicidn general se define como 50% molar de DOTAP, (50-X) por
ciento molar de DOPC y X% molar de docetaxel, donde el contenido de docetaxel varia de 3 a 13% molar. La Tabla 15
enumera formulaciones de docetaxel y sus caracteristicas tipicas, tales como tamafio medio de los liposomas, distribu-
cién de tamafios (PI), concentracién de compuesto activo y de lipidos (HPLC), existencia de docetaxel extraliposémico
(cristales de docetaxel) y su carga superficial.
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TABLA 15

Formulaciones liposomicas de docetaxel

Contenido Tamano de | HPLC, Microscopia Potencial Z

de los

docetaxel liposomas

(P1)

3% molar 175 nm (0,20) | De acuerdo con las expectativas, | 65 mV
ausencia de cristales

5% molar 168 nm (0,20) | De acuerdo con las expectativas, | 64 mV
ausencia de cristales

7% molar 162 nm (0,24) | De acuerdo con las expectativas, | 60 mV
ausencia de cristales

9% molar 166 nm (0,18) | De acuerdo con las expectativas, | 65 mV
ausencia de cristales

11% molar 162 nm (0,20) | De acuerdo con las expectativas, | 62 mV
ausencia de cristales

13% molar 162 nm (0,14) | De acuerdo con las expectativas, | 65 mV
ausencia de cristales

Empleando el método de pelicula de lipido y el sistema DOTAP/DOPC, pueden prepararse liposomas que contie-
nen hasta aproximadamente 13% molar de docetaxel. Es notable, que puede cargarse un mayor contenido de docetaxel
en la membrana liposémica cuando la fabricacion tiene lugar a bajas temperaturas (4°-8°C) comparadas con tempe-
raturas mds altas (temperatura ambiente, 40°C). El didmetro medio de los liposomas que contienen docetaxel esta
comprendido entre 160 y 170 nm, y el bajo valor PI de <0,2 indica una distribucién favorable de tamafios pequefios.
Las concentraciones determinadas (HPLC) estdan de acuerdo con los valores tedricos. De acuerdo con el analisis HPLC,
docetaxel, DOTAP y DOPC eran quimicamente estables durante el proceso de fabricacion a 4°C. Una temperatura su-
perior a 10°C durante la fabricacién dio como resultado la formacién de producto de degradacién de docetaxel como
se observa en los cromatogramas HPLC. Todas las formulaciones se comprobaron por microscopia (aumento de 10
veces) respecto a agregados/cristales. Dado que docetaxel es sélo ligeramente soluble en trehalosa o agua (~20 uM),
la presencia de cristales podria indicar una fraccién importante de docetaxel que no estd embebida (solubilizada) en la
membrana liposémica. Ninguna de las formulaciones investigadas dio resultado positivo para cristales de docetaxel.
El potencial zeta (60-65 mV, Zetasizer 3000, Malvern) no cambiaba con el contenido diferente de docetaxel.

4.4 Liofilizacion de Liposomas que contienen Docetaxel
La liofilizacién de liposomas que contienen docetaxel se ha realizado con éxito aplicando un procedimiento como
el descrito anteriormente. Como se muestra en la Tabla 16, el tamafo de los liposomas no cambia en tanto que el valor

PI (distribucién de tamafios) del liofilizado reconstituido respectivo se reduce ligeramente comparado con los de la
formulacién no liofilizada.

TABLA 16

Efecto de la Liofilizacion sobre el Tamario de los Liposomas y el valor PI

Contenido de Tamano de los Liposomas (Pl)

Docetaxel Antes de la Liofilizacion Después de la Liofilizacion
3 mol% 175 nm (0,20) 171 nm (0,10)

5 mol% 168 nm (0,20) 162 nm (0,08)

7 mol% 162 nm (0,24) 166 nm (0,09)

9 mol% 166 nm (0,18) 160 nm (0,08)

11 mol% 162 nm (0,20) 156 nm (0,09)

13 mol% 162 nm (0,14) 158 nm (0,07)
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La liofilizacién no tiene influencia negativa alguna sobre la estabilidad de los liposomas. Como se comprueba por
HPLC, los lipidos y el docetaxel se mantienen quimicamente estables.

4.5 Determinacion de Docetaxel no Liposomico

Se realizaron experimentos de centrifugacion para determinar si existe cualquier cantidad de docetaxel libre, no
liposémico en las formulaciones liposémicas de docetaxel. Este experimento se llevé a cabo con tubos Centricon®
(tubos de centrifugacién con una membrana semipermeable que permite que las moléculas pequefias pasen y retiene
las macromoléculas). Formulaciones liposomicas (10 mM, 10% trehalosa) basadas en DOTAP y DOPC con 7, 11
y 13% molar de docetaxel se centrifugaron a 4500 g y a 4°C con tubos Centricon® (especificacién de membrana de
30.000 MWCO). Después de 30 min de centrifugacion, el sobrenadante se diluyé con trehalosa cuyo volumen se habia
encontrado como permeabilizado. Los andlisis HPLC se resumen en la Tabla 17.

TABLA 17

Determinacion del Docetaxel no liposomico (HPLC)

Fraccion
Contenido de Docetaxel (Sobrenadante Permeabilizado  no liposomica

7 mol% 0,719 mM 0,026 mM |4 %
11 mol% 1,040 mM 0,038 mM 3%
13 mol% 1,305 mM 0,059 mM 4%

Los resultados muestran que el docetaxel puede incorporarse en la membrana liposémica a una concentracion de
al menos 13% molar sin aumentar la fraccién de docetaxel no liposémico.

4.6 Estabilidad Fisicoquimica de las Formulaciones de Docetaxel

Se ha utilizado una formulacién liposémica que contiene 5% molar de docetaxel para estudiar la estabilidad fisi-
coquimica. Un primer experimento revel6 que el contenido de docetaxel en la formulacién no tiene influencia alguna
sobre la estabilidad. Asimismo, no se ha encontrado diferencia alguna para la formulacién liquida (no liofilizada) y la
liofilizada. La estabilidad al almacenamiento a 4°C, 25°C y 40°C se ha caracterizado por PCS (tamafio y distribucién
de tamaios de los liposomas), medidas de obstruccién de la luz (dispositivo PAMAS), microscopia y HPLC. La esta-
bilidad fisica se muestra en 3. A todas las temperaturas, el tamafio y la distribucién de tamafios de los liposomas no
cambiaban en el transcurso de 24 h.

En principio, un nimero de particulas incrementado en la formulacion tal como se mide por medidas de obstruc-
cion de la luz (dispositivo PAMAS) indica una deficiente estabilidad fisica debido a la agregacion progresiva de los
liposomas que da como resultado agregados de mayor tamafio (mayores que 1 um). Utilizando un dispositivo expe-
rimental adecuado, no se ha encontrado dicho aumento. (sic) muestra nimeros de particulas que se han encontrado
durante el almacenamiento a 25°C. El recuento de particulas después de 24 h se encuentra en el mismo intervalo
comparado con el valor después de 8 h.

El anélisis HPLC de la formulacion en momentos diferentes revelaba claramente una satisfactoria estabilidad
quimica a 4°C. A 40°C, se ha observado un aumento de la degradacién de hasta 20% después de almacenamiento
durante 24 h.

4.7 Experimentos in Vitro

La eficacia de la formulacién liposémica de docetaxel se determina in vitro por andlisis de la disminucién de la
viabilidad de las células en correlaciéon con la concentracién de compuesto activo. La concentracién de compuesto
activo para la cual la viabilidad de las células se inhibe en un 50% (Cls,) se utiliza como indice para el potencial
inhibidor.

Se siembran células C-26 (linea de células de carcinoma de colon murino) y Ea.Hy 926 (linea de células endote-
liales humanas transformadas) a una densidad constante (2 x 10* cm?) en placas de 24 pocillos y se cultivan durante
una noche en condiciones de 5-5,5% de CO,, 37°C y ~90% humedad. El dia 1, se reemplaza el medio de cultivo de
las células por una mezcla de medio fresco y se afladen a cada pocillo una serie de 11 diluciones consecutivas del
compuesto activo (por duplicado) para cubrir un intervalo entre 0,1 y 1000 nM de concentracién final del compues-
to activo. Después de 72 h, se determina la viabilidad de las células en cada pocillo por medida de la actividad de
deshidrogenasas mitocondriales (ensayo MTT). En las células viables, el sustrato MTT se convierte en un tinte azul
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impermeable a las células (Formazano). Después de 1 h, se retira el medio, se lisan las células con isopropanol/0,04%
HCl y se cuantifica la cantidad del formazano azul dada como densidad 6ptica a una longitud de onda de 550 nm
(DOssp mn) €n un lector ELISA. El experimento se evaliia utilizando el software de andlisis Sigma Plot por representa-
cién grafica del valor medio de DOss,,, contra la concentracién respectiva de compuesto activo. Se calcula una curva
de ajuste Optimo basada en un algoritmo supuesto de doble sigmoide y se determina el valor Cls, de acuerdo con la
curva de ajuste Optimo, obteniéndose los resultados que se presentan en la Tabla 18.

TABLA 18

Valores Cls, de Taxotere y liposomas cargados con docetaxel

Formulacion Cls, (C-26) | Clso (EA.hy 926)
Taxotere® 5nM 4 nM
Formulacion liposomica de doce- | 4 nM 7nM

taxel

Los valores Cls, revelan claramente una eficacia igual del docetaxel formulado con Polisorbato 80 (Taxotere®,
Aventis) y la formulacién liposémica de docetaxel (composicién: DOTAP/DOPC/docetaxel 50:39:11) en ambas lineas
de células, C-26 y EA.hy 926.

4.8 Experimentos in Vivo (melanoma A-375 de ratones lampifios)

Materiales y métodos:

Se adquirieron ratones lampifios NMRI de Elevage Janvier y se alojaron en jaulas aisladas ventiladas en condicio-
nes ambientales seguras (instalacién SPF, 22°C, 30-70% de humedad, ciclo de 12 horas luz/oscuridad) con comida y
agua ad libitum. El disefio experimental fue revisado y aprobado por el gobierno local.

Se cultivaron células tumorales (lineas de células de melanoma humano A-375, ATCC No.: CRL-1619) como se
describe en la hoja de datos suministrada por ATCC. Las células tumorales (5 x 10° en PBS) se inocularon por via
subcutdnea en el ijar dorsal derecho de los ratones en un volumen de 50 ul el dia 0.

Se asignaron los ratones a los grupos experimentales (8 animales por jaula) alojados y manipulados (con inclusién
de la monitorizacién del aumento de peso corporal) al menos 5 dias antes de la inoculacién del tumor (= dia -6 a 0).
El tratamiento comienza después que los tumores alcanzaron un volumen de aproximadamente 100 mm®. Se adminis-
traron los farmacos y las preparaciones de liposomas por 5 inyecciones i.v. en dias alternos a dosis equivalentes. Las
preparaciones liposémicas se prepararon como se ha descrito previamente. Las soluciones se administraron lentamente
en un volumen de ~5 ul/g de peso corporal. Los animales se monitorizaron clinicamente durante todo el experimento y
durante al menos una semana después del final del tratamiento. La monitorizacidn del tamafio de los tumores se realizé
tres veces por semana después de estadificacion y antes de la aplicacién durante el periodo de tratamiento (al menos
una semana). Las dimensiones de los tumores se midieron con un calibre y se calcul6 el tamafio del tumor de acuerdo
con la férmula siguiente: V = 7LW?/6 (L = longitud madxima, W = anchura del eje perpendicular). El peso corporal
de los animales individuales se monitorizé al menos dos veces durante el periodo de manipulacién (v.g. dia -6 y 0),
después de la inoculacion del tumor y después del comienzo del tratamiento para todos los grupos. Se recogié EDTA-
sangre del plexo retrobulbar en 4 momentos diferentes: durante la manipulacién (dia -3), estadificacién del tumor (dia
14) y a la mitad del tratamiento (~ dia 19) de cuatro animales de todos los grupos de tratamiento para hematologia. El
nimero de glébulos rojos y blancos y de plaquetas se determiné utilizando un contador de células automético (Abbott
Cell Dyn 3500). Los resultados se muestran en Fig. 5.

Mientras que los tumores en el grupo de control mostraban un crecimiento del tumor rdpido y progresivo, Lipo

Doc™ (DOTAP:DOPC:docetaxel 50:39:11) mostraba una fuerte reduccién en la tasa de crecimiento del tumor;
Taxotere® reducia el crecimiento del tumor sélo en un grado limitado.
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TABLA 19

Grupos experimentales y dosis

Grupo Formulacién Dosis No. de ratones
[mg/kg]
0 10% trehalosa - 8
1 LipoDoc™ 5 8
2 Taxotere" 5 8
L

5. Ejemplo 5
Paclitaxel Liposomico (5% molar)
5.1 Preparacion de Liposomas por Inyeccion de Etanol

Se prepar6 una formulacién de liposomas que comprendia 5% molar de paclitaxel utilizando el método de inyec-
cién de etanol como sigue: se disolvieron paclitaxel y lipidos de una relacién molar de 50:45:5 DOTAP/DOPC/paclita-
xel en etanol (u otro disolvente orgdnico adecuado) usualmente a una concentracion total de lipidos de aproximada-
mente 200-400 mM. Se preparé una solucién acuosa de un crioprotector, preferiblemente trehalosa al 10%, pH 5-7,
y se enfrié a una temperatura comprendida entre 4 y 8°C, preferiblemente 4°C, antes de la inyeccién del disolvente
orgdnico. La solucién etandlica se inyectd (velocidad de inyeccién 3-300 ml/min) en la solucién de trehalosa fria
agitada enérgicamente. Una vez formada una dispersiéon homogénea, se extruye la dispersién de liposomas (filtracién
a presion) preferiblemente a temperaturas comprendidas entre 4°C y 8°C, con preferencia 4°C, 1-5 veces a través de
membranas de policarbonato de tamafio apropiado, tipicamente entre 150 y 250 nm, seguido opcionalmente por fil-
tracion estéril. Ademds de la temperatura de fabricacion de aproximadamente 4°C, se evaluaron temperaturas de 25°C
y 40°C respecto a su efecto sobre la calidad del producto. Las dispersiones de liposomas formadas se caracterizaron
totalmente por andlisis HPLC, PCS y microscépico.

5.2 Efecto de la Temperatura sobre el Proceso de Preparacion

El control del proceso durante el procedimiento de preparacion se realizé después de inyeccion de etanol, después
de extrusién y después de liofilizacion.

Después de la inyeccion de etanol: A las tres temperaturas, la inyeccion de etanol dio como resultado liposomas con
un tamafio de liposoma de aproximadamente 220 nm y una distribucién amplia de tamafios (PI) de aproximadamente
0,4-0,6 (de acuerdo con medidas PSC). El andlisis HPLC revel6 la degradacién del paclitaxel cuando se formul6 a
40°C, mientras que a4 y 25°C, se ha comprobado la estabilidad quimica de cada constituyente. La microscopia mostré
una pequefa cantidad de cristales de paclitaxel a 40°C, pero no a 4 y 25°C.

Después de la extrusion: A 40°C se presentaron dificultades durante la extrusion debido a obstruccion de las
membranas. El reemplazamiento de la membrana obstruida no resolvié el problema. La microscopia de la solucién
de liposomas que no pasaba a través de la membrana revel6 una cantidad incrementada de cristales de paclitaxel no
liposémicos que bloqueaban obviamente la membrana. La extrusién a 40°C no fue factible. Esto no sucedi6 cuando la
extrusion se realiz6 a temperaturas inferiores. En dicho caso, el andlisis HPLC dio una concentracién de acuerdo con
las expectativas sin pérdida alguna de material por el procedimiento de extrusién (5 veces, membrana de 0,2 um). Los
datos PCS después de la extrusion a 4 y 25°C eran comparables: tamaifio de los liposomas de aproximadamente 170
nm y una pequefla distribucién de tamafios (PI) de aproximadamente 0,1-0,2.

Después de la liofilizacion: La liofilizacién de la formulacion preparada a 4°C y 25°C se ha realizado con éxito
utilizando un procedimiento descrito en el ejemplo y caracterizado por HPLC, PCS y andlisis microscépico.

5.3 Experimentos in Vivo
5.3.1 Eficacia terapéutica de LipoPac™ en el melanoma A-375 de ratones lampifios
Materiales y métodos:
Se adquirieron ratones lampifios NMRI de Elevage Janvier y se alojaron en jaulas aisladas y ventiladas en condi-

ciones ambientales seguras (instalaciéon SPF, 22°C, humedad 30-70%, ciclo luz/oscuridad de 12 horas) con comida y
agua ad libitum. El disefio experimental fue revisado y aprobado por el gobierno local.
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Células tumorales (linea de células de melanoma humano A-375, ATCC No.: CRL-1619) se dejaron crecer como
se describe en la hoja de datos suministrada por ATCC. Las células tumorales (5 x 10° en PBS) se inocularon por via
subcutdnea en el ijar dorsal derecho de los ratones en un volumen de 50 ul el dia 0.

Se asignaron los ratones a los grupos experimentales (8 animales por jaula), alojados y manipulados (con inclusién
de la monitorizacién del aumento de peso corporal) al menos 5 dias antes de la inoculacién del tumor (= dia -6 a 0). El
tratamiento comienza después que los tumores alcanzaron un volumen de aproximadamente 100 mm®. Se administra-
ron los farmacos y las preparaciones de liposomas por inyeccion i.v., tres veces por semana (lunes, miércoles, viernes)
durante las tres semanas siguientes en dosis equivalentes. Las preparaciones de liposomas se prepararon como se ha
descrito arriba. Las soluciones se administraron lentamente en un volumen de ~10 ul/g de peso corporal.

Los animales se monitorizaron clinicamente durante todo el experimento y al menos durante una semana después
de acabado el tratamiento. La monitorizacion del tamafio de los tumores se realizd tres veces por semana después de
estadificacion, antes de la aplicacién durante el pretratamiento y durante el periodo de recuperacién (al menos una
semana). Las dimensiones de los tumores se midieron por medio de un calibre y se calcul6 el tamafio de los tumores
de acuerdo con la férmula siguiente: V = 7LW?/6 (L = longitud méaxima, W = anchura del eje perpendicular). El peso
corporal de los animales individuales se monitoriz6 al menos dos veces durante el periodo de manipulacién (v.g. dia -6
y 0), después de la inoculacién del tumor, después del comienzo del tratamiento y durante el periodo de recuperacién
(al menos una semana) para todos los grupos. Se recogié EDTA-sangre del plexo retrobulbar en cuatro momentos
diferentes: durante la manipulacion (dia -3), estadificacion del tumor (dia 7), a la mitad del tratamiento (~ dia 21), y al
final del periodo de recuperacién (dia 28) de 4 animales de cada uno de los grupos de tratamiento, para hematologia.
El niimero de glébulos rojos y blancos y plaquetas se determind utilizando un contador de células automadtico (Abbott
Cell Dyn 3500).

En tanto que los tumores en el grupo de control mostraban un crecimiento del tumor rdpido y progresivo, LipoPac™
(DOTAP:DOPC-paclitaxel 50:45:5) mostré una reduccién fuerte en la tasa de crecimiento del tumor; Taxol® reducia
el crecimiento del tumor sélo en proporcién limitada (Tabla 20, Fig. 6).

TABLA 20

Grupos experimentales y dosis

Grupo Formulacioén Dosis [mg/kg] No. de ratones
0 Trehalosa al 10% | - 8
1 LipoPacTM 5 8
2 Taxol® 5 8

5.3.2 Eficacia terapéutica de LipoPac™ en el melanoma B-16 de ratones C57/BL6

Se adquirieron ratones C57/Black6 de Charles River y se alojaron en jaulas aisladas y ventiladas en condiciones
ambientales seguras (instalacién SPF, 22°C, 30-70% de humedad, ciclo luz/oscuridad de 12 horas) con comida y agua
ad libitum. El disefio experimental fue revisado y aprobado por el gobierno local.

Células tumorales (lineas de células de melanoma humano B-16: CRL-6322) se cultivaron como se describe en la
hoja de datos suministrada por ATCC. Las células tumorales (5 x 10° en PBS) se inocularon por via subcuténea en el
ijar dorsal derecho de los ratones en un volumen de 50 ul el dia 0.

El tratamiento comenzé el dia 6 después de la inyeccion del tumor. Tres inyecciones por semana hasta el final
del experimento. Se planed que el final del estudio estaria determinado por el tamafio del tumor de los animales y
consideraciones éticas.

Se asignaron los ratones a los grupos experimentales (8 animales por jaula), se alojaron y se manipularon (con
inclusién de la monitorizacién del aumento de peso corporal) al menos 5 dias antes de la inoculacién del tumor (=
dia -6 a 0). Las preparaciones de liposomas se prepararon como se ha descrito arriba. Las soluciones se administraron
lentamente en un volumen de ~10 ul/g de peso corporal.

Los animales se monitorizaron clinicamente durante todo el experimento. La monitorizacién del tamafio de los
tumores se realizd tres veces por semana después de estadificacién y antes de la aplicacién durante el periodo de
tratamiento. Las dimensiones de los tumores se midieron mediante un calibre y se calcul6 el tamafio de los tumores
de acuerdo con la férmula siguiente: V = 7LW?/6 (L = longitud méaxima, W = anchura del eje perpendicular). El peso
corporal de los animales individuales se monitorizé al menos dos veces durante el periodo de manipulacién (v.g. dias
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-6y 0), después de la inoculacién del tumor y después del comienzo del tratamiento para todos los grupos. Se recogi6
EDTA-sangre del plexo retrobulbar en cuatro momentos diferentes: durante la manipulacién (dia -3), la estadificacién
del tumor (dia 6) y a mediados del tratamiento (~ dia 14) de cuatro animales de todos los grupos de tratamiento para
hematologia. El nimero de glébulos rojos y blancos y de plaquetas se determind utilizando un contador de células
automatico (Abbott Cell Dyn 3500).

Mientras que los tumores en el grupo de control exhibian un crecimiento del tumor rdpido y progresivo, LipoPac™
(DOTAP:DOPC:paclitaxel 50:45:5) exhibia una reduccién acusada en la tasa de crecimiento del tumor, Taxol® reducia
el crecimiento del tumor s6lo en una proporcion limitada (Tabla 21, Fig. 7).

TABLA 21

Grupos experimentales y dosis

Grupo | Formulacion Dosis [mg/kg] 'No. de ratones
0 Trehalosa al 10% | / |8
1 LipoPac™ 5 8 ]
2 l Taxol® 5 8
6. Ejemplo 6

Preparacion de Liposomas que Comprenden Lipidos Cationicos y Camptotecina Lipdfila o Derivados de Camptoteci-
na

Se describe la preparacion de liposomas que comprenden lipidos catiénicos y camptotecina lipéfila (CPT) o deri-
vados de CPT en el intervalo de pH entre 3 y 7. La CPT se carga en el liposoma. Los liposomas pueden prepararse por
métodos diferentes. Todas las técnicas tienen en comtn que se proporciona una mezcla de lipidos mas compuesto ac-
tivo en un disolvente orgdnico adecuado y se dispersa luego en un medio acuoso. Subsiguientemente, puede aplicarse
procesamiento ulterior, como extrusion, filtracién estéril o liofilizacioén. La relacién compuesto activo/lipido se ajusta
por mezcla de cantidades adecuadas de lipido y compuesto activo en un disolvente orgdnico. Las relaciones molares
tipicas compuesto activo/lipido estdn comprendidas entre 1:1000 y 1:10.

Subsiguientemente, se describen dos métodos para detallar mds las preparaciones con Camptotecina. Los métodos
descritos pueden aplicarse a cualquier derivado de CPT, que sea lip6filo al pH deseado.

6.1 Formacion de liposomas
6.1.1 Método de pelicula

A partir de la solucién orgdnica que comprende lipido mds compuesto activo, se evapora el disolvente, y se forma
una pelicula delgada de lipido mas compuesto activo en la pared interna de un matraz. La pelicula molecular delgada se
resuspende en una fase acuosa, que puede contener otros componentes tales como tampones, iones, crioprotectores y
analogos. Con este procedimiento, se forman suspensiones de liposomas en un proceso de autoensamblaje. Se obtiene
una preparacién estdndar por formacién de una pelicula de DOTAP 99,5 uM y Camptotecina 0,5 uM a partir de una
solucién en CHCl;/MeOH (10:1). La pelicula se reconstituye luego con 10 ml de la fase acuosa, a fin de conseguir una
suspension en la cual la concentracién total de liposomas (lipido + compuesto activo) es 10 mM. La solucién acuosa
comprende un crioprotector, v.g. glucosa o trehalosa y (opcionalmente) un tampdn, para alcanzar un pH deseado
después de la reconstitucion. Para camptotecina en forma de lactona, se utiliza un pH de 5-6. Para otras formulaciones
y derivados de CPT, el pH puede variar en el intervalo comprendido entre 3 y 7.

Se obtiene una preparacion de liposomas con una relacion compuesto activo/lipido de 1:200, y con una concentra-
cién total (lipido més compuesto activo) de 10 mM. Otras molaridades totales tipicas son 15 mM, 20 mM o 25 mM. En
caso necesario, pueden formularse molaridades de hasta 50 mM o mayores. El porcentaje molar del compuesto activo
puede estar comprendido en el intervalo de 0,1 a 10, dependiendo de las necesidades experimentales (asignacién de
los liposomas, tipo o derivado de CPT). La fase lipidica puede comprender s6lo un lipido catiénico, tal como DMTAP,
DOTAP, DPTAP, DSTAP, DOTMA, o DDAB, o puede comprender hasta 60% de colipidos cargados y/o sin carga.
Preparaciones estdndar que se han utilizado mds frecuentemente comprenden DOTAP/DOPC = 1:1 o DOTAP/Chol
1:1. De acuerdo con ello, pueden utilizarse otros lipidos catiénicos tales como DMTAP, DSTAP, DDAB, DOTMA y
andlogos.
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6.1.2 Inyeccion de Solucion Orgdnica

Pueden prepararse dispersiones de liposomas por inyeccién de una solucién que comprende lipido mas compuesto
activo en un disolvente orgdnico, en una solucién acuosa, de pH 3-7, preferiblemente 5-6 para camptotecina-lactona.
Un disolvente tipico es etanol (“inyeccién de etanol”). La solucién tiene una concentracion (de lipido) entre 200 y 400
mM. Se inyecta un volumen adecuado de la solucidn bajo agitacion enérgica. Todas las composiciones y concentra-
ciones que se describen en la seccién anterior pueden prepararse por este método. Como alternativa a etanol, pueden
tomarse otros disolventes adecuados o mezclas de los mismos. Tipicamente, éstos son alcoholes, éteres, cloroformo,
hidrocarburos, etc. Asimismo pueden aplicarse disolventes en estado supercritico, tales como hidrocarburos, diéxido
de carbono, compuestos perfluorados, etc. Subsiguientemente al procedimiento de preparacién descrito, extrusion-
didlisis, puede realizarse un paso de concentracién o liofilizacién.

6.1.3 Extrusion

Las preparaciones de liposomas preparadas por los métodos arriba descritos no tienen necesariamente la distribu-
cion de tamaiios deseada. Por esta razon, puede realizarse subsiguientemente una extrusion a través de una membrana
de tamafio de poro definido. Usualmente se realiza al menos una extrusion a través de una membrana con un tamafio
de poro de 200 nm (Osmonics Inc., Poretics, policarbonato de 0,2 ym). Otras membranas de extrusion tipicas tienen
un tamafo de poro de 100 nm o 400 nm. Las distribuciones de tamafios se controlan por dispersién cuasi-eldstica de
la luz (Malvern, Herrenberg, Alemania).

Puede realizarse un procesamiento ulterior, como filtracién estéril o liofilizacion. La preparacién de liposomas
puede liofilizarse y reconstituirse con agua hasta el estado original sin cambiar la distribucion de tamafios y la relacién
compuesto activo/lipido.

6.2 Caracterizacion

La distribucién de tamafios de las preparaciones de liposomas se determina por dispersion cuasi-eldstica de la luz
(Malvern, Herrenberg, Alemania) y la composicién se controla por HPLC. Como control ulterior para la carga con
éxito, se aplica espectroscopia UV-VIS, que permite la determinacién de camptotecina en la preparacion de liposomas
in situ. Se encuentran espectros diferentes para el compuesto activo en la solucién stock, en el liposoma, y después
de disolver la preparacion de liposomas en el disolvente orgdnico. Como ejemplo, se proporcionan datos para una
preparaciéon de liposomas que comprende camptotecina con una relaciéon compuesto activo/lipido de 1:1000. Con
esta relacién compuesto activo/lipido, pudieron realizarse las medidas espectroscopicas sin dilucién ulterior de las
muestras. La preparaciéon que comprendia DOTAP/DOPC 10 mM 1:1 se produjo por el método de pelicula en una
solucién acuosa de trehalosa a pH 5,5. La preparacion se extruy6 cinco veces a través de una membrana con un
tamafio de poro de 200 nm (Osmonics Inc.). Por dispersion cuasi-elastica de la luz se determiné un valor Z,,. de 156
nm con un PI de 0,15. En la figura se muestran los espectros de camptotecina en la solucién stock (CHCI;/MeOH),
en la preparacion de liposomas, y después de disolver los liposomas en THF/MeOH/HCI (1:5). Para la medida de la
preparacioén de liposomas, se utilizé una preparacion vacia (DOTAP/DOPC puro) con la misma composicién de lipidos
para la medida en blanco. Del mismo modo, para la medida en THF/MeOH/HCI, se disolvieron los liposomas vacios
para la medida en blanco. Para mejor comparacion, los espectros se desplazan verticalmente y los datos de la medida
después de dilucion de los liposomas en THF/MeOH/HCI se multiplican por cinco. Como puede verse en Fig. §, se
obtienen espectros diferentes para los tres casos. Puede verse una forma de pico caracteristica para la camptotecina
liposémica (Fig. 8, espectro b). Después de disolver los liposomas en THF/MeOH/HCI, se obtiene un desplazamiento
espectral adicional.

6.2.1 Ejemplo: Mejora de la estabilidad quimica de las epotilonas en liposomas cationicos

Se describe como ejemplo especifico la encapsulaciéon de la epotilona B. Sin embargo, otras epotilonas conocidas
en la técnica tales como A, E o F o derivados de epotilona A, B, E o F pueden encapsularse del mismo modo [14, 11,
13, 15].

Se prepararon liposomas catiénicos que contenian epotilona B de acuerdo con el método de pelicula. Resumida-
mente, para 10 ml de una suspension de liposomas 10 mM, se disolvieron 95 umol de DOTAP y 5 umol de epotilona
B en 15 ml de cloroformo en un matraz de fondo redondo. Se evaporé el cloroformo utilizando un evaporador rotativo
y la pelicula lipidica delgada resultante se sec6 durante 60 min a 7-10 mbar. Subsiguientemente, se disolvié la pelicula
de lipidos en 10 ml de solucién acuosa (véase Tabla 22). La suspension se extruyd 5 veces (Northern Lipids Extruder)
a través de membranas de policarbonato de 200 nm (Osmonics Inc.). La composicion y el tamafio de los liposomas se
comprobaron por HPLC y PCS.
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TABLA 22

Sumario de Liposomas de Epotilona B

Formulacion Componentes Concentracion | Semivida de

de la solucion  de Epotilona B | Epotilona B

acuosa
DOTAP/epotilona | 10%  trehalosa, | 0,5 mM = 200 | 600 dias
B = 95/5% molar | pH 5,5 mg/l

DOTAP/epotilona | 10% trehalosa y | 0,5 mM
B =95/5% molar | tampon  Tris/HCI | mgl/l
10 mM, pH 7,0

200 | 285 dias

Ensayo de estabilidad. En las formulaciones, se investigé la estabilidad quimica de la epotilona B. Las formulacio-
nes se dividieron en partes alicuotas y la mitad de las partes alicuotas se guardé a -80°C (formulaciones de referencia).
La otra mitad (formulaciones de test) se guardé a 4-8°C. En momentos seleccionados, se determiné la concentracién
de epotilona B por HPLC en una formulacién de test respectiva y en una formulacién de referencia. La concentracién
de epotilona B encontrada en la formulacién de test se expresé como % de la concentracién de epotilona B en la
formulacién de referencia (supuesta 100%). La dltima columna de la Tabla 22 presenta la semi-vida de epotilona B
definida como el tiempo al cabo del cual la concentracién de epotilona en la formulacion de test ascendia al 50% de la
concentracion de epotilona en la formulacién de referencia respectiva.

Los datos muestran que cuando se compara la estabilidad de la epotilona en formaciones de liposomas, a pH mas
bajo (5,5) la estabilidad era mejor que a pH mads alto (7,0). Esto esté en contraste acusado con la bibliografia en la cual
se describe una inestabilidad creciente de las epotilonas a pH bajo.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una preparacion cationica de liposomas que comprende al menos un compuesto an-
fifilico seleccionado de lipidos catiénicos en una cantidad de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente
al menos un compuesto anfifilico adicional en una cantidad de hasta aproximadamente 69,9% molar, un compuesto
lipdfilo activo en una cantidad de al menos aproximadamente 0,1% molar y un agente estabilizador en una cantidad
de aproximadamente 0,1% (m/v) hasta aproximadamente 20% (m/v),
que comprende los pasos de

a) proporcionar

i. una solucién organica que comprende un disolvente organico, dicho compuesto activo y dicho lipido
catiénico, y opcionalmente dicho compuesto anfifilico adicional,

ii. una solucién acuosa que comprende dicho agente estabilizador,

b) preparar una preparacion catiénica de liposomas a partir de dicha solucién a) i. y a) ii., en donde dicha
preparacién comprende liposomas catiénicos en un medio acuoso,

c) opcionalmente, homogeneizar dicha preparacién al menos una vez y/o

d) opcionalmente, filtrar dicha preparacién en condiciones estériles,

e) deshidratar dicha preparacién y

f) opcionalmente, reconstituir dichos liposomas catiénicos del paso e) en una solucién acuosa y

en donde opcionalmente antes del paso c¢) y/o d) se incluye un paso de ultrafiltracion.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha preparacion de liposomas que comprende dicho compuesto
activo es fisica y quimicamente estable en uno cualquiera de los pasos b) a d) o f) durante al menos 12 horas a
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8° o al menos aproximadamente 4 horas a la temperatura ambiente.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en donde el valor de pH del medio acuoso en uno cualquiera de los pasos b)
ad) o f) estd comprendido entre aproximadamente 3 y 7, con preferencia entre aproximadamente 4 y aproximadamente

)

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la solucién acuosa del paso a) ii) comprende
dcido citrico.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde al menos uno de los pasos b) ad) y f) se rea-
liza a una temperatura entre aproximadamente -1°C y aproximadamente 15°C, con preferencia entre aproximadamente
1°C y aproximadamente 10°C y de modo mads preferido entre aproximadamente 2°C y aproximadamente §8°C.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el paso b) se realiza por un procedimiento
de pelicula lipidica o inyeccion de disolvente.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha compuesto anfifilico adicional es no
catiénica y se selecciona preferiblemente de esteroles tales como colesterol, fosfolipidos, lisolipidos, lisofosfolipidos,
esfingolipidos o lipidos pegilados y combinaciones de los mismos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha compuesto anfifilico es di-acilfosfa-
tidilcolina.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho compuesto activo lipéfilo se se-
lecciona de un taxano, una camptotecina, una epotilona, una estatina, un depsipéptido, talidomida, otros agentes que
interaccionan con los microtibulos tales como discodermolida, laulimalida, isolaulimalida, eleuterobin, Sarcodictina
Ay B.

10. Un método para producir una preparacion catidnica de liposomas que comprende al menos una compuesto
anfifilico seleccionada de lipidos catiénicos en una cantidad de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente
al menos una compuesto anfifilico adicional en una cantidad de hasta aproximadamente 68% molar, un taxano en una
cantidad de al menos aproximadamente 2% molar, y un agente estabilizador en una cantidad de aproximadamente
0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v),
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que comprende los pasos de:
a) proporcionar

i. una solucién organica que comprende un disolvente orgénico, dicho taxano y dicho lipido catiénico,
y opcionalmente dicho compuesto anfifilico adicional,

ii. una solucién acuosa que comprende dicho agente estabilizador,

b) preparar una preparacion catiénica de liposomas a partir de dicha solucién a) i. y a) ii., en donde dicha
preparacién comprende liposomas catiénicos en un medio acuoso,

c) opcionalmente, homogeneizar dicha preparacion al menos una vez y/o

d) opcionalmente, filtrar dicha preparacién en condiciones estériles,

e) deshidratar dicha preparacion y

f) opcionalmente, reconstituir dichos liposomas catidnicos del paso e) en una solucién acuosa y

en donde opcionalmente antes del paso ¢) y/o d) se incluye un paso de ultrafiltracion.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde dicha preparacién de liposomas que comprende dicho taxano es
fisica y quimicamente estable en uno cualquiera de los pasos b) a d) o f) durante al menos 12 horas a aproximadamente
2 hasta aproximadamente 8°C y al menos aproximadamente 4 horas a la temperatura ambiente.

12. El método de la reivindicacién 10 6 11, en donde la solucién acuosa del paso a) ii) comprende dcido citrico.

13. EI método de la reivindicacion 10 a 12, en donde dicho taxano se selecciona de paclitaxel o docetaxel o
cualquier derivado lipéfilo de los mismos.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde dicha preparacién de liposomas com-
prende paclitaxel en una cantidad de aproximadamente 5% molar.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde dicha preparacién de liposomas com-
prende docetaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 5% molar.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde dicha preparacién de liposomas com-
prende succinil-paclitaxel en una cantidad de al menos aproximadamente 5% molar.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde dicha preparacién de liposomas com-
prende liposomas con un tamafio medio de particula de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 400 nm, con
preferencia aproximadamente 100 nm a aproximadamente 300 nm.

18. Una preparacion catidnica de liposomas que puede obtenerse por un proceso de una cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 17.

19. Una forma deshidratada de un preparacion catiénica de liposomas, que comprende al menos un lipido catié-
nico de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos una compuesto anfifilico adicional de hasta
aproximadamente 69,9% molar, un compuesto lipdfilo activo de al menos aproximadamente 2% molar y un agente es-
tabilizador de aproximadamente 0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v), caracterizada porque dicha preparacién
de liposomas es fisica y quimicamente estable en una solucién acuosa durante al menos 12 horas a 2 hasta 8°C y al
menos 4 horas a la temperatura ambiente.

20. Una forma deshidratada de una preparacidn catiénica de liposomas que comprende al menos un lipido catiénico
de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos una compuesto anfifflico adicional de hasta apro-
ximadamente 65% molar, paclitaxel de aproximadamente 5% molar y un agente estabilizador de aproximadamente
0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v), caracterizada porque dicha preparacién de liposomas es fisica y quimi-
camente estable en una solucién acuosa durante al menos 12 horas a 2 hasta 8°C y al menos 4 horas a la temperatura
ambiente.

21. Una forma deshidratada de una preparacién catidnica de liposomas que comprende al menos un lipido ca-
tiénico de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos una compuesto anfifilico adicional de
hasta aproximadamente 65% molar, docetaxel de al menos aproximadamente 5% molar y un agente estabilizador de
aproximadamente 0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v).
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22. Una forma deshidratada de una preparacién catiénica de liposomas que comprende al menos un lipido catié-
nico de al menos aproximadamente 30% molar, opcionalmente al menos una compuesto anfifilico adicional de hasta
aproximadamente 65% molar, succinil-paclitaxel de al menos aproximadamente 5% molar y un agente estabilizador
de aproximadamente 0,1% (m/v) a aproximadamente 20% (m/v).

23. La preparacion de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22 que comprende un aziicar o un alcohol como
agente estabilizador, preferiblemente trehalosa.

24. La preparacion de la reivindicacion 18 a 23, que comprende un agente estabilizador en el intervalo de aproxi-
madamente 5% (m/v) a aproximadamente 15% (m/v).

25. La preparacioén de la reivindicacién 18 a 24, en donde dicha preparacién de liposomas comprende liposomas
con un tamafo medio de particula de aproximadamente 50 nm a aproximadamente 400 nm, con preferencia aproxi-
madamente 100 nm a aproximadamente 300 nm, cuando estd presente en una solucién acuosa.

26. La preparacién de la reivindicacién 18 a 25, en donde dicha preparacién de liposomas comprende liposomas
que tienen un potencial positivo zeta en solucién de KCl aproximadamente 0,05M a aproximadamente pH 7.5 a la
temperatura ambiente.

27. Una composicién farmacéutica que comprende una preparacion de liposomas de una cualquiera de las reivin-
dicaciones 18 a 26, junto con un vehiculo, diluyente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

28. El uso de la preparacion de liposomas de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 26 para la fabricacién de un

medicamento para el tratamiento de enfermedades asociadas con actividad angiogénica intensificada, preferiblemente
cancer, curacion de heridas o inflamacion crénica.
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Fig. 1: Diametro y valores Pl de los liposomas para LipoPac™ (Lote GB 100)
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Fig. 2: Diametro y valores Pl de los liposomas para LipoPac™ {Lote GB 261)
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Fig. 3: Estabilidad al almacenamiento como se determina por medidas PCS
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Fig. 4: Recuento de particulas (0-8 h)
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Fig. 5 Eficacia terapéutica de LipoDoc™ frente a Taxotere® en el melanoma A-375 en ratones lampifios
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Fig. 6: Eficacia terapéutica de Lipopac™ frente a Taxol® en el melanoma A-375 en ratones lampifios
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Fig. 7: Eficacia terapéutica de LipoPac™ frente a Taxol® en el melanoma B-116 en ratones C57/BL6
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Fig. 8: Espectros UV-VIS de camptotecina en solucion stock CHCl:/MeOH (a), en una preparacion de liposo-
mas DOTAP/DOPC 10 mM, con relacion compuesto activollipido 1:1000 (b), y después de disolver una prepa-
racion de liposomas en relacion 1:5 en THF/MeOH/HCI (c).
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