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DESCRIPCION
Liposomas hidrolizables por SPLA2 con mejor estabilidad de almacenamiento
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a sistemas de administracién de farmacos con liposomas hidrolizables por sPLA2
con mejor estabilidad de almacenamiento, en particular mejor estabilidad de almacenamiento a 2-8 grados Celsius.

Antecedentes
Liposomas para administraciéon de farmacos

Los liposomas son esferas microscopicas que se desarrollaron como vehiculos/sistemas de administracion de
farmacos en la década de 1980. Los primeros productos farmacéuticos basados en liposomas se aprobaron para
uso comercial en la década de 1990.

Los liposomas tienen tres compartimentos distintos que se pueden usar para transportar diversos compuestos tales
como farmacos: el compartimento acuoso interior; la bicapa hidrofébica; y la interfase polar de la laminilla interna y
externa. Dependiendo de la naturaleza quimica del compuesto a encapsular, se localizaran en cualquiera de los
compartimentos.

En la actualidad, existen varias formulaciones farmacoldgicas de liposoma parenterales disponibles en el mercado.
Los farmacos solubles en agua tienden a estar localizados en el compartimento acuoso de los liposomas, y ejemplos
de farmacos encapsulados en liposomas son, por ejemplo, doxorrubicina (Doxil), doxorrubicina (Myocet) y
daunorrubicina (DaunoXone). Ejemplos de farmacos intercalados en la membrana de los liposomas son, por
ejemplo, anfotericina B (AmBisome), anfotericina (Albelcet B), benzoporfirina (Visudyne) y muramil tripéptido
fosfatidiletanolamina (Junovan).

Los liposomas se consideran un sistema de administracion de farmaco prometedor ya que de manera pasiva se
dirigen al tejido tumoral diana mediante el uso de las caracteristicas fisiopatoldgicas de tumores sélidos tales como
hiperplasia y aumento de la permeabilidad vascular aunque también un defecto en el drenaje linfatico. Estas
caracteristicas facilitan la extravasacion de las nanoparticulas y los liposomas que se pueden retener en el tejido
durante un periodo de tiempo mas largo debido a la mayor permeabilidad y al efecto de retencion (EPR).

La propiedad de los liposomas como vehiculos de administracion de farmacos depende de manera crucial de su
carga superficial, permeabilidad, solubilidad, estabilidad, etc., que sede influenciado significativamente por los lipidos
comprendidos en la composicién de liposomas. Ademas, el farmaco a encapsular en el liposoma puede necesitar
otros requisitos a tener en cuenta en la preparacién de una formulacién de liposomas estables.

Consideraciones con respecto a seguridad y eficacia de los farmacos requieren que las formulaciones de liposomas
mantengan sus propiedades, es decir, que permanezcan estables, desde el momento de la preparacion hasta la
administracion.

Ademas, es deseable que dichas formulaciones estén intactas durante el transporte en el sujeto tratado hasta que
alcancen el sitio diana en el que el farmaco se libera especificamente.

Se han descrito diversas estrategias de direccion para liposomas, por ejemplo, conjugacion a ligandos especificos
de células tales como anticuerpos.

Liposomas hidrolizables por sPLA2

Se ha sugerido otro enfoque basado en los niveles elevados de fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) en tejido
canceroso y también en sitios de inflamacion. La idea basica es que se pueden preparar liposomas que son
hidrolizables por sPLA2 y que la hidrdlisis por la sSPLA2 conduce a la liberacion del farmaco encapsulado dentro del
liposoma. Por otra parte, los productos de la hidrolisis por sPLA2, un lisolipido y un acido graso actuan como
permeabilizadores de membranas celulares lo que conduce a un aumento de la adsorcién celular del farmaco. Dado
que los niveles de sPLA2 son elevados en tejidos cancerosos y en sitios de inflamacion, los liposomas activados por
sPLA2 se pueden usar para administrar farmacos encapsulados preferentemente en dichos sitios.

Estabilidad de almacenamiento de liposomas hidrolizables por sPLA2

Los liposomas hidrolizables por sPLA2 plantean retos especiales con respecto a la estabilidad de almacenamiento.
Estos retos se basan en la composicion lipidica en particular necesaria para la hidrélisis de sPLA2.
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En general, muchos parametros influyen en la estabilidad de almacenamiento, y es dificil predecir las consecuencias
de la alteracion de la composicion del tampén sobre la estabilidad de almacenamiento, ya que esto afecta no solo a
la osmolaridad, sino también la estabilidad de la membrana.

Técnica anterior

Un ndmero de documentos han descrito liposomas activados por sPLA2, y diversos documentos han estudiado la
estabilidad de almacenamiento de los liposomas. Sin embargo, ninguno de los documentos ha estudiado los
problemas de almacenamiento particulares planteados por los liposomas hidrolizables por sPLA2.

Andreson et al., Progress in Lipid Research, 44 (1), 2005, 68-97, describen liposomas hidrolizables por SPAL2 que
comprenden cisplatino.

El documento WO0158910 describié liposomas activados por sPLA2 que comprenden profarmacos de mono-éter
lisofosfolipidos. Este documento también describié la encapsulacién de compuestos bioactivos adicionales.

El documento WO0176555 sugirié el uso de un sistema de administracion de farmacos basado en lipidos para el
tratamiento de enfermedades o afecciones asociadas con un aumento localizado en sPLA2 extracelular en tejido
cutaneo o subcutaneo de un mamifero, para la administracién de un profarmaco de un éter-lisolipido que se activa
por sPLA2 . El sistema comprende adicionalmente un, asi llamado, compuesto activo marginal.

El documento WO0176556 sugirid el uso de un sistema de administracion de farmacos basado en lipidos para el
tratamiento o la prevencién de una infeccién parasitaria seleccionada entre Leishmaniasis, Tripanosomiasis, malaria,
Entamoeba, Histoliticasis y "Trematodo hepatico oriental chlomorchis sinensis”, en el que el sistema comprendia
profarmacos en forma de derivados de lipidos que se activan por sPLA2. Los liposomas pueden contener un
compuesto bioactivo adicional.

El documento WO06048017 y el documento WO07107161 también describen liposomas activados por sPLA2.

El documento US5094854 desvelo liposomas sensibles a la temperatura optimizados con respecto a la estabilidad y
a la liberacién por calentamiento. Los liposomas que se describen en el presente documento tienen preferentemente
una solucidn interior con una presion osmotica de 1,2 a 2,5 veces mayor que la de los fluidos corporales de animales
de sangre caliente y tienen una temperatura de transicion de fase de 40-45 grados Celsius. Los liposomas que se
desvelan en el presente documento no son sustratos de sPLA2, porque no tienen la composicién de lipidos
apropiada.

La mayoria de las formulaciones de liposomas no tienen problemas de fugas durante el almacenamiento. Mas bien,
las formulaciones son tan estables que es dificil obtener una liberacién de compuestos encapsulados en los sitios
pretendidos.

Sumario de la invenciéon

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que
comprende

* un liposoma hidrolizable por sPLA2,
e una solucion exterior,
* yuna solucion interior dentro del liposoma,

- en la que la concentracion de osmolitos es mayor en la solucién interior que en la solucion exterior.

La composicion mejora la estabilidad de almacenamiento de liposomas hidrolizables por sPLA2, en particular cuando
se almacenan a 2-8 grados Celsius. El liposoma encapsula cisplatino preferentemente.

La invencion también proporciona métodos de preparacion de la composicion de la invencion.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1.
Representacion del contorno que ilustra la influencia de la concentracion de sacarosa y la presion de
homogeneizacion usada durante la preparacion de liposomas en el tamafio de particula. Los nimeros dentro de

la representacion del contorno indican el tamafio de particula.

Figura 2.
Concentraciones totales de Pt en liposomas como una funcién del tamafio de particula.
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Figura 3.
Cambio del tamario de particula durante el almacenamiento a 2-8 °C para LPB0057-LPB0073.

Figura 4.
Cambié en PDI durante el almacenamiento a 2-8 °C para LPB0057-LPB0073.

Figura 5.

Representacion del contorno que ilustra la influencia de la concentracion interior de NaCl y de la presion de
homogenizacién usada durante la preparacion de liposomas sobre un % inicial de DOE. Los niumeros dentro de
la representacion del contorno indican el % de DOE.

Figura 6.
Concentracion de Pt durante el almacenamiento para LPB0057-LPB0073.

Figura 7.
(%) exterior de Pt durante el almacenamiento para LPB0057-LPB0073.

Figura 8.
Pérdida de LPB0057-LP80073 durante el almacenamiento a 2-8 °C.

Figura 9.

Representacion del contorno que ilustra la influencia de la concentracion interior de NaCl y la concentracion de
sacarosa en el % de DOE después de 56 dias de almacenamiento 2-8 °C con la presion de homogenizacion
mantenida a 12.500 KPa. Los numeros dentro de la representacion del contorno indican el % de DOE después
de 56 dias de almacenamiento 2-8 °C.

Figura 10.

Representacion del contorno que ilustra la influencia de la concentracion interior de NaCl y la concentracion de
sacarosa en el % de perdida después de 56 dias de almacenamiento 2-8 °C con la presion de homogenizacion
mantenida a 12.500 KPa. Los numeros dentro de la representacion del contorno indican el % de perdida después
de 56 dias de almacenamiento 2-8 °C.

Figura 11.
Pérdida de la formulacién liposomal de cisplatino durante el almacenamiento a 2-8 °C. Las formulaciones se
prepararon con gradiente osmatico variable. Para detalles adicionales consultar la tabla 3.

Figura 12.
Tamarno de particula de formulaciones liposomales de cisplatino durante el almacenamiento a 2-8 °C. Para una
descripcién detallada sobre la composicion de tampdn consultar la tabla 3.

Figura 13.
Tabla 1 que muestra ajustes experimentales reales de factores y las respuestas.

Figura 14.
Tabla 2 que muestra valores de coeficientes de regresion y significancia (P) del modelo después de eliminacion
inversa.

Figura 15.
Tabla 3 que muestra una vision de conjunto de formulaciones liposomales de cisplatino preparadas con gradiente
osmotico variable.

Figura 16.
Tabla 4 que muestra una vision de conjunto de diferentes formulaciones liposomales de farmacos preparadas
con peso molecular variable.

Divulgacion de la invencion

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que las pérdidas de liposomas hidrolizables por sPLA2 se
pueden reducir por el almacenamiento en una solucién exterior que tiene una menor concentracion de osmolitos que
la solucion interior del liposoma.

El problema de las pérdidas se observo en relacion con el almacenamiento de cisplatino encapsulado en liposomas
hidrolizables por sPLA2 a usar en un estudio de fase 1 de una formulacion iso-osmética de cisplatino encapsulado
en liposomas hidrolizables por sPLA2. En esta formulacion, la solucion interior era de NaCl al 0,9 % y la solucién
exterior era de tampén de fosfato 10 mM a pH 6,5, NaCl 1 mM y sacarosa al 10 %. Debido a un alto grado de
perdidas cuando se almacena a 2-8 grados Celsius, la formulacion iso-osmética se tuvo que almacenar a menos 80
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grados Celsius, que no es una soluciéon 6ptima para un producto comercial. Por lo tanto, no todos los hospitales
cuentan con instalaciones para el almacenamiento a menos 80 grados. Por otra parte, el transporte a menos 80
grados Celsius es dificil.

Ademas, cuando se descongelan los viales antes de su uso, se encontraron problemas de rotura de los viales y la
descongelacion causo pérdidas significativas de los liposomas.

Tal como se ha mencionado, se cree que el problema de pérdidas es una consecuencia de los requisitos especificos
con respecto a la composicion lipidica de los liposomas hidrolizables por sPLA2. En particular, se cree que la pérdida
esta causada por la ausencia de o por bajas cantidades de agentes de estabilizacion tales como colesterol en
liposomas hidrolizables por sPLA2. Por otra parte, la naturaleza aniénica de los liposomas hidrolizables por sPLA2
puede influir en las pérdidas.

Por lo tanto, hay una necesidad de una composicion que comprenda hidrolizables liposomas por sPLA2 con pérdida
reducida cuando se almacena a 2-8 grados Celsius.

Las expresiones "pérdida reducida" y "estabilidad mejorada" con respecto a los liposomas spa2 se usan
indistintamente en el presente documento. Tal como se comprenderd, la pérdida esta relacionada con y se puede
describir mediante cambios en la concentracion (o cantidad) de un agente terapéutico en la solucion interior,
preferentemente con el tiempo.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende

* un liposoma hidrolizable por sPLA2, que comprende cisplatino encapsulado dentro del liposoma
e una solucion exterior,

e una solucion exterior,

* yuna solucion dentro del liposoma,

- en la que la concentracion de osmolitos en la solucién interior es 200 mM mayor que la concentracion de
osmolitos en la solucién exterior.

La composicion sera normalmente una composicién farmacéutica.

En una realizacion preferente, el liposoma comprende un agente terapéutico encapsulado dentro del liposoma. El
agente terapéutico se disuelve por lo general en la solucion interior. Sin embargo, el agente terapéutico también
puede precipitar parcial o totalmente, por ejemplo, debido a la solubilidad reducida durante el almacenamiento en
comparaciéon con la solubilidad durante la encapsulacion. La solubilidad durante la encapsulacion puede ser mas
elevada debido a una temperatura mas elevada.

Es preferente que el agente terapéutico tenga un peso molecular de menos de 350 g/mol, ya que el problema de las
pérdidas se produce por lo general para agentes mas pequefios y se cree que los agentes mas pequefios pueden
atravesar mas facilmente la bicapa lipidica del liposoma.

Es incluso mas preferente que el agente terapéutico sea cisplatino (cis-diaminodicloroplatino (Il)). Tal como se ha
mencionado anteriormente, los liposomas hidrolizables por sPLA2 que encapsulan cisplatino tienden a tener
pérdidas durante el almacenamiento.

En una realizacion preferente, el Unico agente terapéutico en el liposoma hidrolizable por sPLA2 es cisplatino. Por lo
tanto, la solucion interior solo comprende osmolitos y cisplatino y opcionalmente un tampén.

Los iones cloruro evitan que el cisplatino forme un producto de hidratacion altamente téxico no deseado. Por lo tanto,
es preferente que la solucién interior comprende NaCl o KCI en una concentracion de al menos un 0,2 % o un 0,4 %,
mas preferentemente un 0,2-2,5 % en p/p, o un 0,4-1,8 % y lo mas preferentemente entre un 0,8-1 %. En algunas
realizaciones, se pueden usar otras sales de cloruro. Normalmente, se prefiere NaCl sobre KCI.

En algunas realizaciones, es preferente que la solucion exterior comprenda NaCl o KCI en una concentracion de al
menos un 0,2 % o un 0,4 %, mas preferentemente un 0,2-2,5 % en p/p, o un 0,4-1,8 % y lo mas preferentemente
entre un 0,8-1 %. La concentracion habitual es de un 0,9 %. Por lo tanto, si cantidades menores de cisplatino se
pierden fuera del liposoma, la presencia de iones cloruro minimizara la formaciéon de productos de hidrataciéon
téxicos. Una vez mas, normalmente se prefiere NaCl sobre KCI.

En una realizacion, no hay cationes divalentes, tales como iones de Calcio, en la solucion exterior.

En otra realizacion, los cationes divalentes se pueden incluir en la solucién exterior.
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La solucion interior por lo general no incluye un tampoén. Por otra parte, los sulfatos no se incluyen normalmente en
la solucioén interior.

En una realizacion de la composicion, la solucion interior comprende al menos un 1,4 % de NaCl o KCI y mas
preferentemente un 1,8 % de NaCl o KCl y no comprende un potenciador de la viscosidad, seleccionado
preferentemente entre el grupo que consiste en azlcares tales como lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa, glucosa
y polimeros hidrofilicos tales como almidon, dextrano, alcohol polivinilico, polivinil-pirrolidona, dextrina, xantano y
oligémeros de celulosa parcialmente hidrolizados y proteinas y polipéptidos.

En otra realizacion de la composicion, la solucién interior comprende al menos un 5 % de un potenciador de la
viscosidad. Preferentemente, el potenciador de la viscosidad se selecciona entre el grupo que consiste en azlcares
tales como lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa, glucosa y polimeros hidrofilicos, tales como almidén, dextrano,
alcohol polivinilico, polivinil-pirrolidona, dextrina, xantano y oligdmeros de celulosa parcialmente hidrolizados y
proteinas y polipéptidos. Se deberia reconocer que los potenciadores de la viscosidad también funcionaran como
osmolitos.

Cuando la solucién interior comprende un potenciador de la viscosidad, es preferente que la concentraciéon sea
superior a un 5 % en p/p. Es incluso mas preferente una concentracion superior a un 6, 7, 8, 9 o 10 %. En una
realizacion preferente, el potenciador de la viscosidad se selecciona entre el grupo que consiste en azucares tales
como lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa, glucosa y polimeros hidrofilicos, tales como almidén, dextrano, alcohol
polivinilico, polivinil-pirrolidona, dextrina, xantano y oligémeros de celulosa parcialmente hidrolizados y proteinas y
polipéptidos. Los mas preferentes son azulcares, en particular sacarosa.

En general, es preferente que la solucion exterior tenga una concentracion de osmolitos de aproximadamente 300
mM, ya que esta es la concentracion fisioldgica de los osmolitos. Por lo tanto, en una realizacion, es preferente que
la solucion exterior tenga una concentracion de osmolitos entre 200 y 400 mM, mas preferentemente entre 250-350
mM y lo mas preferente entre 275y 325 mM.

La composicién se caracteriza por que hay una diferencia en la concentracion de osmolitos entre la solucioén interior
y la solucion exterior. En el presente documento, la diferencia también se denomina gradiente osmotico.

Tal como se demuestra en la seccién de ejemplos, un gradiente osmético (la concentracion exterior de osmolitos se
resta de la concentracion interior de osmolitos) de 27 mM no puede reducir las pérdidas suficientemente. Un
gradiente de 59 mM reduce la pérdida adicionalmente tal como también lo hace un gradiente de 91 mM. Se deberia
indicar que la concentracién de osmolitos es la concentracion total de todas las particulas de soluto, que a menudo
se denomina osmolaridad (Osm) de una solucion.

En una realizacion, la osmolaridad de las soluciones se corrige usando los coeficientes osméticos de las particulas
de soluto.

Es preferente que el gradiente osmotico fuera mayor de 27 mM.
Es mas preferente un gradiente osmotico mayor de 59 mM o mayor de 91 mM. Es ain mas preferente mayor de 100
mM, tal como mayor de 150 mM, mayor de 200 mM, mayor de 250 mM, mayor de 275 mM y mayor de 300 mM.

En una realizaciéon, se supone que la concentracion de osmolitos en la solucién interior es la misma que la
concentracion de los osmolitos en el disolvente de hidrataciéon usado en la preparacién de los liposomas. Es decir;
cuando se hace referencia a la concentracién de osmolitos en la solucion interior, esta concentracion se puede
determinar facilimente ya que es la concentracion de osmolitos en el disolvente de hidratacion.

La concentracion real de osmolitos en la solucién interior puede no ser idéntica a la concentracién de osmolitos en el
disolvente de hidratacion, porque el agua se puede mover en el liposoma después de la formacién y por lo tanto
disminuir la concentracion de osmolitos (a la vez que aumenta la presion osmética dentro del liposoma).

El gradiente osmotico maximo es preferentemente de 1500 mM, mas preferentemente 1200 mM y lo mas
preferentemente 900 mM. Si el gradiente osmoético es demasiado alto, se cree que los liposomas tendran
inicialmente filtraciones, de modo que los osmolitos atravesaran la membrana hasta que se establezca un gradiente
maximo tolerable, en el que después de la pérdida estara en un minimo.

Por lo tanto, el gradiente osmético esta por lo general entre 27 y 900 mM, mas preferentemente entre 200 y 600 mM
y lo mas preferentemente entre 280 y 320 mM.

El pH de la solucién exterior es por lo general un pH entre 5y 7 y la solucion interior tiene por lo general un pH entre
5y 7. Se pueden usar tampones apropiados para mantener el pH en el valor deseado.

Sin embargo, en una realizacién, la solucién interior y/o exterior de la solucién no comprende un tampoén,
preferentemente tampén de fosfato. En algunas realizaciones, los tampones de fosfato son indeseables, porque
promueven la conversién de cisplatino en productos secundarios.
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Las composiciones preferentes en particular en las que el cisplatino esta encapsulado en el liposoma comprenden
las siguientes:

1) Solucién interior: NaCl al 0,8-1,0 %, tal como NaCl al 0,9 % y sacarosa al 9-11 %, tal como sacarosa al 10 %.
Solucién exterior: Tampon de fosfato 8-12 mM (pH 6,5), tal como Tampon de fosfato 10 mM (pH 6,5) + sacarosa
al 9-11 %, tal como sacarosa al 10 %.

2) Solucioén interior: NaCl al 1,6-2,0 %, tal como al NaCl 1,8 %
Solucion exterior: Tampon de fosfato 8-12 mM (pH 6,5), tal como Tampoén de fosfato 10 mM (pH 6,5) + sacarosa
al 9-11 %, tal como sacarosa al 10 %.

3) Solucion interior: NaCl al 0,8-1,0 %, tal como NaCl al 0,9 % y sacarosa al 9-11 %, tal como sacarosa al 10 %.
Solucion exterior: Tampon de fosfato 8-12 mM (pH 6,5), tal como Tampdn de fosfato 10 mM (pH 6,5) + NaCl al
0,35 % - 0,55 % tal como NaCl al 0,45 % + sacarosa al 4-6 %, tal como sacarosa al 5 %.

4) Solucioén interior: NaCl al 1,6-2,0 %, tal como al NaCl 1,8 %
Solucion exterior: Tampon de fosfato 8-12 mM (pH 6,5), tal como Tampoén de fosfato 10 mM (pH 6,5) + NaCl al
0,8-1,0 %, tal como NaCl al 0,9 %.

La concentracion del agente terapéutico en la composicion final esta por lo general entre 0,1 mg/ml y 15 mg/ml.
Cuando el agente terapéutico es cisplatino, es preferente que la concentracion esté entre 0,5 mg/ml y 1,5 mg/ml.
Dichas concentraciones se pueden conseguir mediante el uso de una concentracion de cisplatino de 8 mg/ml en la
solucion de hidratacion durante la preparacion de liposomas. Se puede conseguir una concentracion de 8 mg/ml por
calentamiento de la solucion de hidratacion a una temperatura de 65 grados Celsius.

Los liposomas de la composicion tienen preferentemente un tamafio medio (diametro) entre 50 y 200 nm, mas
preferentemente entre 75y 160 nm.

Los liposomas de la composicién deberian tener una pérdida menor de un 20 %, un 15 % o un 10 %, mas
preferentemente menor de un 9 %, un 8 % o un 7 % de filtraciones después de 56 dias de almacenamiento a una
temperatura entre 2 y 8 grados Celsius. Tal como se demuestra en la seccion de ejemplos, esto se puede conseguir
mediante el ajuste del gradiente osmético.

Cuando se hace referencia al porcentaje de pérdidas, la referencia es a la cantidad de cisplatino en los liposomas
después de una etapa de didlisis o de ultrafiltracion en comparacion con la cantidad de cisplatino en los liposomas
después del almacenamiento. Después de una etapa de dialisis o de ultrafiltracion, la soluciéon exterior puede
comprender un 5 % de la cantidad total de cisplatino en la composicién. Por lo tanto, la solucién interna comprende
un 95 % del cisplatino en la composicion. Después del almacenamiento, la solucién interna puede comprender un
85,5 % de la cantidad total de cisplatino y, en consecuencia, la solucién exterior un 14,5 %. Entonces, la pérdida ha
sido 9,5/ 95 = 10 %.

En una realizacion preferente, la composicion del primer aspecto se prepara mediante el método del segundo
aspecto.

Liposomas hidrolizables por sPLA2

Los liposomas hidrolizables por sPLA2 para uso en la composiciéon de la presente invencion se definen con mas
detalle en las siguientes realizaciones. En su realizacion mas amplia, los liposomas hidrolizables por sPLA2 se
refieren a liposomas que son hidrolizables en condiciones fisiolégicas, en particular en tejido canceroso.

Preferentemente, los liposomas hidrolizables por sPLA2 comprenden entre un 20 % y un 45 % (mol/mol) de un lipido
anidénico. El contenido de lipido aniodnico afecta a caracteristicas importantes de los liposomas, tales como la
velocidad de hidrolisis de lipidos mediada por sPLA2 del liposoma y también la respuesta inmune hacia el liposoma.

A medida que el contenido de lipidos aniénicos aumenta, también lo hace la velocidad de hidrélisis de lipidos por
SPLA; (y la liberacion del farmaco). Se ha demostrado que se puede lograr una velocidad de hidrélisis razonable
mediante el contenido de lipido anidnico entre un 20 % y un 45 %. Por lo tanto, en una realizacion, el contenido de
lipido aniénico es de al menos un 20 %. En otra realizacion, el contenido de lipido anidnico no es superior a un 45 %.
Ademas, en ofra realizacion, el contenido de lipidos aniénicos del liposoma se selecciona entre el grupo que consiste
de entre un 20 % y un 45 %, entre un 25 % y un 45 %, entre un 28 % y un 42 %, entre un 30 % y un 40 %, entre un
32 % y un 38 % y entre un 34 % y un 36 %.

Tal como se ha mencionado, también la respuesta inmune hacia los liposomas se ve afectada por el contenido de
lipido aniodnico. Por lo tanto, la velocidad de aclaramiento del liposoma en el organismo se puede reducir
manteniendo el contenido del lipido aniénico en el liposoma por debajo de un determinado nivel y los presentes
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inventores han reconocido que el contenido de lipido aniénico en el liposoma se puede usar para establecer un
equilibrio entre la velocidad de hidrdlisis de sPLA; y el aclaramiento por el sistema reticuloendotelial.

Preferentemente, el lipido anionico es un fosfolipido y preferentemente, el fosfolipido se selecciona entre el grupo
que consiste de Pl (fosfatidil inositol), PS (fosfatidil serina), DPG (bisfosfatidil glicerol), PA (acido fosfatidico), PEOH
(alcohol de fosfatidilo), y PG (fosfatidil glicerol). Mas preferentemente, el fosfolipido aniénico es PG.
Preferentemente, los lipidos comprenden cadenas de estearoilo. Por lo tanto el PG preferente es DSPG, etc.

Polimeros hidrofilicos

En una realizacion preferente, el liposoma hidrolizable por sPLA2 para su uso en la presente invencion comprende
adicionalmente un polimero hidrofilico seleccionado entre el grupo que consiste de PEG [poli (etilenglicol)], PAcM
[poli(N-acriloilmorfolina)], PVP [poli(vinilpirrolidona)], PLA [poli(lactida)], PG [poli(glicdlido)], POZO [poli(2-metil-2-
oxazolina)], PVA [poli(alcohol vinilico)], HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa), PEO [poli(6xido de etileno)], quitosano
[poli(D-glucosamina)], PAA [poli(aminoacido)], poli-HEMA [Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo)] y co-polimeros de los
mismos.

Mas preferentemente, el polimero es PEG con un peso molecular entre 100 Da y 10 kDa. Son particularmente
preferentes tamarios de PEG de 2-5 kDa (PEG2000 a PEG5000), y lo mas preferente es PEG2000.

La inclusién de polimeros en liposomas es bien conocida por el experto en la materia y se puede usar para aumentar
la vida media de los liposomas en el torrente sanguineo, presuntamente mediante la reduccion del aclaramiento por
el sistema reticuloendotelial.

Preferentemente, el polimero se conjuga con el grupo de cabeza de fosfatidil etanolamina. Otra opcién es la
conjugacion con ceramidas (a pesar de que este lipido no se puede hidrolizar por sPLA;). Cuando el polimero se
conjuga con fosfatidil etanolamina, se introduce una carga negativa y por lo tanto DSPE-PEG se contempla como un
lipido anioénico (al contrario de DSPE que se contempla como un lipido neutro).

El lipido conjugado con polimero esta presente preferentemente en una cantidad de al menos un 2 %. Mas
preferentemente, la cantidad es de al menos un 5 % y no superior a un 15 %. Incluso mas preferentemente, la
cantidad de lipido conjugado con polimero es de al menos un 3 % y no superior a un 6 %. Los liposomas que
contienen fosfolipidos aniénicos y < 2,5 % de DSPE-PEG2000 tienen una mayor tendencia a agregarse en presencia
de calcio. Normalmente, esto se puede observar por la formacion de gel de alta viscosidad. Los liposomas que
contienen fosfolipidos aniénicos y > 7,5 % de DSPE-PEG2000 hacen que los liposomas sedimentos en o que se
separen las fases.

Componentes liquidos con carga neutra en el liposoma

Preferentemente, el liposoma a usar en la presente invencion también comprende un fosfolipido no cargado
seleccionado entre el grupo que consiste en fosfolipidos zwitteridnicos que comprenden PC (fosfatidil colina) y PE
(fosfatidiletanolamina). Lo mas preferentemente, el fosfolipido zwitteridnico es PC.

En contraste con el fosfolipido aniénico, el fosfolipido zwitteridnico sirve como un componente liquido hidrolizable por
sPLA; con carga neutra en el liposoma. Mediante la combinacion de fosfolipidos zwitteriénicos y aniénicos en el
mismo liposoma, es posible ajustar a una densidad de carga de superficie deseada que cumple tanto con una
hidrdlisis suficientemente alta por sPLA, como con una baja velocidad de aclaramiento en la sangre.

La cantidad de fosfolipidos zwitterionicos en el liposoma esta preferentemente un 40 % y un 75 % y mas
preferentemente entre un 50 y un 70 %.

Preferentemente, los lipidos (lipidos anionicos, lipidos neutros y lipidos conjugados con polimeros) comprenden
cadenas de estearoilo). Por lo tanto, PG es preferentemente DSPG, PE es preferentemente DSPE, etc.

Eter-fosfolipidos
Algunos o todos los fosfolipidos pueden ser éter-fosfolipidos.

Por lo tanto, estos pueden alojar un enlace éter en lugar de un enlace éster en la posicion sn-1 de la cadena
principal de glicerol del fosfolipido. Cuando sPLA; hidroliza este tipo particular de fosfolipidos, se producen mono-
éter liso-fosfolipidos y estos son toxicos, por ejemplo, para las células cancerosas. Es decir, los éter fosfolipidos se
pueden ver como profarmacos de mono-éter liso-fosfolipidos y liposomas de la invencién se pueden usar para
administrar dichos profarmacos al entorno mejorado por sPLA2 de las células cancerosas en las que los
profarmacos se activan por hidrélisis con sPLA,. Se han descrito éter-fosfolipidos en el documento EP 1254143 y en
el documento WO 2006/048017.

En una realizacion, los liposomas activados por sPLA2 tal como se usan en la presente invencién no comprenden
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éter-fosfolipidos.
Otros profarmacos

El resto liberado del lipido mediante sPLA; para crear un lisolipido también puede ser un farmaco. Por lo tanto, un
liposoma puede comprender profarmacos de mono-éter lisolipidos, profarmacos liberados desde el lipido mediante
sPLA; y otros agentes terapéuticos, tal como se describe adicionalmente a continuacion.

En una realizacion, los liposomas activados por sPLA2 tal como se usan en la presente invenciéon no comprenden
profarmacos liberados a partir del lipido mediante sPLA2.

Agente de estabilizante

El liposoma también se puede estabilizar mediante la inclusién de colesterol como componente de membrana en el
liposoma. Sin embargo, cantidades elevadas de colesterol en el liposomas tienen un efecto negativo sobre la
hidrdlisis por PLA; y por lo tanto es preferente que el liposoma comprenda no mas de un 10 % de colesterol. Incluso
mas preferentemente, liposoma comprende menos de un 1 % de colesterol, menos de un 0,1 % o no comprende
nada de colesterol.

La longitud de la cadena de alquilo de los lipidos que comprenden el liposoma se puede ajustar para una velocidad
optima de hidrdlisis por PLA; y una pérdida minima del compuesto atrapado fuera del liposoma. Preferentemente,
las cadenas de alquilo son cadenas saturadas C18 o C16.

Tal como se ha descrito anteriormente, los liposomas pueden comprender profarmacos de mono-éter liso-lipidos y/o
del resto liberado del liquido por sPLA; para crear el lisolipido.

Caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas

El liposoma puede ser unilamelar o multilamelar. Lo mas preferentemente, el liposoma es unilamelar. El diametro del
liposoma deberia estar entre 50 y 400 nm, preferentemente entre 80 y 160 nm y lo mas preferentemente entre 90 y
120 nm.

Preferentemente, el indice de Poli Dispersién (PDI) de la formulacién liposomal del segundo aspecto de la invencion
no deberia superar 0,2 y mas preferentemente es 0,10 o inferior. Un valor de PDI en este intervalo expresa una
distribucion del tamario de particula relativamente estrecha en la formulacion.

Tal como quedara claro a partir de lo mencionado anteriormente, es preferente que al menos uno de los lipidos que
comprenden el liposoma sea un sustrato para sPLA; cuando esté presente en el liposoma.

En una realizacion, el liposoma comprende lipidos que se hidrolizan por sPLA; en la posicion sn-3 en lugar de en la
posicién sn-2. Dichos lipidos y liposomas no naturales que comprenden lipidos no naturales se han desvelado en el
documento WO 2006/048017.

En una realizaciéon lo mas preferente, los liposomas a usar en la presente invencion comprender DSPC al 70 %,
DSPG al 25 % y DSPE-PEG al 5 %.

Método de preparacion
Un segundo aspecto de la invencién es un método que comprende las etapas

a) Preparar una mezcla de lipidos por disolucién de los lipidos seleccionados en un disolvente organico

b) Hidratar el producto de la etapa a) con un disolvente de hidratacién acuoso con el fin de formar liposomas

c) Retirar el disolvente organico de la etapa a) antes de la adicion del disolvente de hidratacién acuoso o
después de la adicion del disolvente de hidratacién acuoso

d) intercambiar el disolvente de hidratacion con una solucién exterior, que tiene una concentracion de osmolitos
menor que la solucién de hidratacion

e) Formar de este modo una composicion tal como se describe en el primer aspecto de la invencion.

El disolvente de hidratacion se puede intercambiar por centrifugacion, ultrafiltracion, dialisis o similares. Después de
cambiar el disolvente de hidratacién a la solucién exterior, es precedente que menos de un 15 %, menos de un 10 %
o0 mas preferentemente menos de un 8 % o un 6 % de agente terapéutico esté presente en la solucion exterior.

Preferentemente, el grado de encapsulacion del farmaco en los liposomas deberia ser > 70 %, mas preferentemente
> 95 % y lo mas preferentemente > 99 %. El grado de encapsulacion del farmaco es la relacion de farmaco
encapsulado a la cantidad total de farmaco en la formulacion.

Preferentemente, el disolvente organico se retira antes de la adicién del disolvente de hidratacion.
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El método puede comprender adicionalmente una mezcla pura elevada para reducir el tamano de los liposomas.

El método puede comprender ademas una etapa de extrusion de los liposomas producidos en la etapa c) a través de
un filtro para producir liposomas de un tamafio medio determinado.

El método también puede comprender una etapa de sonicacién de la formulacién liposomal para producir liposomas
de un determinado tamafio.

El método también puede comprender la homogeneizacién a una presion entre 5000 y 20000 kPa.

Preferentemente, el liposoma es un liposoma tal como se describe en el primer aspecto de la invencion, es decir, los
lipidos se seleccionan en consecuencia.

Los liposomas se pueden cargar con al menos un agente terapéutico mediante la solubilizacion del farmaco en el
disolvente organico o en el disolvente de hidratacion usado para preparar los liposomas. Preferentemente, el agente
terapéutico se solubiliza en el disolvente de hidratacion y el agente terapéutico es preferentemente cisplatino.

Como alternativa, el agente terapéutico ionizable se puede cargar en los liposomas, primero mediante la formacion
de los liposomas, estableciendo un potencial electroquimico, por ejemplo, por medio de un gradiente de pH, a través
de la capa mas externa del liposoma, y a continuacion afiadiendo el agente terapéutico ionizable al medio acuoso
externo al liposoma.

Ejemplos
Ejemplo 1, Optimizacion de la estabilidad de almacenamiento de liposomas hidrolizables por sPLA2
Resumen

Se ha observado que después del almacenamiento a 2-8 °C, LiPlaCis (cisplatino liposomal) puede tener hasta un 30
% de pérdida durante el primer par de meses. La pérdida es mas extensa durante los primeros dos meses, y mas
alla de este periodo de tiempo solo se producen filtraciones menores.

Se establecié un disefio factorial para someter a ensayo la estabilidad de LiPlacis a 2-8 °C. Las formulaciones se
prepararon con composicion de tampon interior variable, y se homogeneizé a diferentes presiones de acuerdo con el
disefio de la cara compuesta. Se sometieron a ensayo 3 factores a 3 niveles:

»  Concentracion de NaCl interior (0,9, 1,4,y 1,9 %)
+ Concentracién de Sacarosa interior (0, 5, y 10 %)
*  Presion de homogeneizacion usada durante la preparacion (5000, 12500, y 20000 KPa).

Se demostro que la pérdida desde la formulacion estaba influenciada por todos los parametros sometidos a ensayo.
El aumento de la concentracion de sacarosa y de NaCl en el interior del liposoma y que tiene una baja presion de
homogeneizacion durante la preparacion de liposomas da como resultado una retencion del farmaco mas elevada
durante el almacenamiento. Las formulaciones que tienen el mayor grado de encapsulacion después de dos meses
de almacenamiento se prepararon con NaCl al 1,9 % y sacarosa al 10 % en el interior del liposoma, y se
homogeneiz6 a 5000 KPa. No se observaron cambios significativos en el tamafio de particula durante el
almacenamiento para ninguna de las formulaciones preparadas.

Materiales y métodos
Preparacion de liposomas sPLA2 (LiPlaCis)

1,2-di(octadecanoil)-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-di(octadecanoil)-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DSPG), y 1,2-di
(octadecanoil)fosfatidiletanolamina-metoxi poli (etilenglicol) 2000 (DSPE-PEG 2000) adquirieron todos en Lipoid
(Ludvigshafen, Alemania). La sacarosa se adquiri6 en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El cloruro sddico y el
dihidrégeno fosfato sédico se adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania) y en J.T. Baker (Deventer, Holanda),
respectivamente. La solucion patrén de absorcion atomica de iridio se adquirié en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Los
casetes de dialisis Slide-A-Lyzer de 10K MWCO se adquirieron en Thermo Scientific (Rockford, IL). Los dispositivos
de filtro de centrifuga Ultra-4 Ultracel-30k Amicon® se adquirieron en Millipore (Bedford, MA).

Preparacion de LiPlaCis
Se prepar6 una mezcla homogénea de lipidos (DSPC/DSPG/DSPE-PEG2000 a un 70:25:5 % en moles) disolviendo

lipidos en cloroformo/metanol a 9:1 (v/v). El disolvente se evaporé de las mezclas de lipidos a una temperatura de 50
°C, usando una corriente suave de nitrogeno gaseoso. El disolvente residual se evapor6 mediante el
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almacenamiento al vacio durante la noche en una liofilizada Christ Epsilon 2-4 de Martin Christ Freeze Dryers GmbH
(Harz, Alemania). Se prepararon vesiculas multilamelares (MLV), mediante la dispersion de las peliculas de lipidos
en un medio de hidratacion caliente a 65 °C que contenia 8 mg/ml de cisplatino y concentraciones variables de
sacarosa y cloruro sédico de acuerdo con la tabla 1. Los lipidos se hidrataron durante %2 h a 65 °C. Durante la
hidratacion, las muestras se agitaron vorticialmente cada 5 min. La suspension de lipido hidratado se homogeneiz6
en EmulsiFlex-C3 de Avestin, Inc. (Ontartio, Canada) a presioén variable (5000-20.000 KPa) de acuerdo con la tabla
1. Todas las etapas de homogeneizacion se llevaron a cabo a una temperatura de 65 °C. El cisplatino no atrapado
se retird de la formulacion por precipitacion y dialisis. La precipitacion se llevo a cabo en dos etapas; primero a 25 °C
durante 1 h, y después a 5 °C durante 1 h. Se dializo frente a un volumen de 100x 2 veces en tampén de Fosfato 10
mM que contiene sacarosa al 10 % a pH 6,5 durante 18 y 24 horas, respectivamente. Inmediatamente después de la
preparacion, las formulaciones se dividieron en viales de vidrio con 500 pl de la muestra en cada vial. Los viales se
cerraron herméticamente con tapa y se colocaron en un refrigerador (2-8 °C). El dia de la colocacion en el
refrigerador se considera la fecha de comienzo. Se toman muestras continuamente durante el almacenamiento, y se
analizaron mediante ICP-MS y Zetasizer nano para la determinacion de las concentraciones de PT y tamafio de
particula, respectivamente.

Determinacion de los tamafios de particula

Se mezclaron dos gotas de LiPlaCis en 10 ml de agua Milli-Q. Se transfiri6 1 ml de la mezcla a una cubeta
desechable y se midié el tamafo de particula en el dispositivo Zetasizer Nano ZS de Dispersion Dinamica de la Luz
de Malvern Inc. (Worcestershire, Reino Unido). Los tamafios de particula se determinaron tres veces a una
temperatura de 25 °C usando agua como la sustancia de referencia interna. Se calculé un tamafio medio de
particula de Z media (es decir, diametro) basado en las tres mediciones.

Determinacion del grado de encapsulacion

Los liposomas se diluyeron con un factor de 100 en solucion de dialisis. Posteriormente, los liposomas diluidos se
equilibraron durante 1 h a 25 °C. A continuacion, parte de los liposomas diluidos se centrifugdé a 2500 g durante 30
min. a 15 °C en un dispositivo Amicon® de filtro de Ultra centrifugas (30K MWCO) de Millipore (Billerica, MA). Las
muestras antes de la centrifugacion (es decir, liposomas diluidos 100 veces) y después de la centrifugacion
(permeado) se diluyeron 100 veces en agua Milli-Q. Se afiadio solucion patron de absorcion atémica de iridio al 1 %
en volumen (1,05 ppm) a todas las muestras como patrén interno. Un dispositivo de plasma acoplado inductivamente
PESCIEX Elan 6000 de Perkin-Elmer (Ontario, Canada) equipado con un nebulizador de flujo transversal y se uso
un cono pt para medir los niveles de platino en muestras de LiPlaCis.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se realizé usando un disefio de cara compuesta central para investigar los efectos del producto
lineal, cuadratico, y cruzadote los tres factores, cada uno de los cuales variado a tres niveles y también incluye tres
puntos centrales para la replicacion. Los factores y sus niveles se muestran en la tabla 1. Los tres factores elegidos
fueron la concentracién de NaCl interior (% en p/v), concentracién de sacarosa interior (% en p/v), y la presion de
homogenizacion (kPa).

El disefio del experimento usado se presenta en la tabla 1. Un paquete de software (Modde 8.0, Umetri, Umea,
Suecia) se uso para ajustar el modelo de segundo orden a las variables independientes.

El modelo de superficie de respuesta se ajustod a la siguiente ecuacion:

=l u

Y=25 +i:,8,.xi+z":ﬂfixf +2 D XX, +e

i=l i=) ial j=itl

En la que Y es la variable de respuesta, Xi la i? variable independiente, o el intercepto, B; el coeficiente del
modelo de primer orden, B; el coeficiente cuadratico para la variable i y B; es el coeficiente modelo para la
interaccion entre el factor i y j, € es la combinacion del error experimental para los factores. El término cuadratico
hace posible obtener informacién sobre las curvaturas en la respuesta.

El coeficiente de determinacion (Rz) y el ensayo de falta de ajuste se usaron para determinar si el modelo construido
era adecuado para describir los datos observados. R? > 0,8 indica que el modelo tiene cualidades aceptables.
Cuando es posible, el modelo se simplifica mediante términos que disminuyen, que no eran significativos (P > 0,05)
mediante el analisis de la varianza. Sin embargo, los términos no se retiran del modelo si R? se hace menor de 0,8.
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RSM se us6 para evaluar el efecto de los factores seleccionados en el tamafio de particula inicial, % de DOE
inmediatamente después de la preparacion, % de DOE y pérdida después de 56 dias de almacenamiento a 2-8 °C.

Resultados y analisis
Ajuste del modelo

Se determinaron los modelos que mejor se ajustan por regresion multiple y eliminacion inversa. Los valores
observados y predichos se correlacionaron suficientemente. Se calcularon las estadisticas de los coeficientes del
modelo y los valores de probabilidad (P) de las variables de respuesta (Tabla 2). Los modelos generados fueron en
general satisfactorios para las evaluaciones, ya que los resultados observados y predichos se correlacionaron bien.
De acuerdo con el analisis de la varianza, no hubo falta de ajuste para ninguno de los modelos generados.

Tamario de particula

Los datos muestran que la presiéon de homogeneizacion tiene la influencia mas significativa en el tamafio de
particula. Con una presion de homogeneizacién mas elevada usada durante la preparacion, el tamafio de particula
disminuye. Ademas, se demostré que la concentracién de sacarosa usada durante la preparacion tiene una
influencia significativa en el tamafio de particula. El aumento de la concentraciéon de sacarosa da como resultado un
tamafio de particula mas grande. La representacion del contorno que ilustra la influencia de la concentracion de
sacarosa interior y la presion de homogeneizacion usada durante la preparacion de liposomas sobre la particula se
presenta en la figura 1.

A partir de la figura 2, se puede observar que con un tamafo de particula mas grande no se observa normalmente
una cantidad mas elevada de cisplatino encapsulado. Con un tamafio de particula mas grande, también se podria
esperar que el volumen interior aumentara, lo que permite que se encapsule mas Pt.

Los cambios en el tamafio de particula y PDI durante el almacenamiento se presentan en las figuras 3-4. No se
observaron cambios significativos en el tamafio de particula durante el almacenamiento en frio para ninguna de las
formulaciones de liposomas preparadas.

Grado inicial de encapsulacion (%)

Las formulaciones tenian un grado inicial de encapsulacion que varia entre un 84 y un 92 %. Se demostré que el
NaCl tuvo la influencia mas significativa en el grado inicial de encapsulacién (DOE). Con una concentracion de sal
mas elevada usada en la soluciéon de hidratacion se obtuvo un DOE inicial mas elevado. Por otra parte, la presion de
homogeneizacion mas elevada usada durante la preparacion dio como resultado un DOE menor. Esto se debe
probablemente al hecho de que se obtienen liposomas mas pequefios a mayor presion de homogeneizacion, y por lo
tanto se puede esperar mas platino en el exterior del liposoma. El contorno que ilustra la influencia de la
concentracion interior de NaCl y la presién de homogeneizacion usada durante la preparacion de liposomas en un %
inicial de DOE se presenta en la figura 5.

Influencia de los parametros sobre el % de DOE y pérdida después de 56 dias de almacenamiento a 2-8 °C

El analisis de Pt (contenido total de Pt, contenido de Pt exterior de liposoma y pérdida) durante el almacenamiento
se presenta en las figuras 6-8.

Se demostré que el NaCl interior y las concentraciones de sacarosa tienen una influencia significativa en el grado de
encapsulacion (DOE) después de 56 dias de almacenamiento. Con una concentracion mas elevada de NaCl y de
sacarosa en el interior del liposoma se obtuvo una DOE mas elevada. No se observé ningun efecto principal para la
presién de homogeneizacion; sin embargo se observo interaccion entre la presion de homogeneizacion y la
sacarosa. Una concentracion de sacarosa interior elevada y una baja presion de homogeneizacién dan como
resultado mayores DOE comparados, en comparacion con el que tiene mayor presion de homogeneizacion.

La cantidad de cisplatino que se filtra de la formulacién durante 56 dias de almacenamiento depende de todos los
factores examinados. Sin embargo, el factor que tiene el efecto mas significativo sobre la pérdida fue la
concentracion de sacarosa. Se observé que un aumento de las concentraciones de NaCl y de sacarosa interiores
aumentar la retencion del farmaco durante el almacenamiento. Se podria observar mas pérdida a partir de liposomas
preparados a baja presion en comparacion con los que se preparan a presion mas elevada.

Se observé una pérdida mas baja para las formulaciones preparadas con solucion de hidratacion que contiene
sacarosa al 10 % y NaCl al 1,9 %, y homogeneizadas a 20000 KPa. La formulacién que tiene el DOE mas elevados
después del almacenamiento de 56 dias a 2-8 °C se prepard con solucién de hidratacién que contiene sacarosa al
10 % y NaCl 1,9 %, y homogeneizada a 5000 kPa.
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Conclusion

Los modelos de respuesta expresaron de forma satisfactoria la relaciéon entre los parametros seleccionados vy las
respuestas. Los resultados demuestran que las concentraciones de NaCl interior y sacarosa tienen una influencia
significativa en la pérdida a partir de la formulacién de LiPlacis durante el almacenamiento a 2-8 °C. Durante el
almacenamiento, el factor que tuvo la influencia mas significativa en la retencion del farmaco fue la sacarosa. El
aumento de NaCl también mejora la retencion del farmaco. El grado de encapsulacion mas elevado después de 56
dias se observé para las formulaciones que tienen alta concentracion de NaCl y sacarosa en el interior del liposoma.
Se demostré que el DOE mejoraba mediante el aumento de la concentracion de NaCl en los medios de hidratacion.

La pérdida fue mas pronunciada cuando se prepararon liposomas a baja presién, en comparacioén con los liposomas
preparados a alta presion. EI DOE inicial también es mayor para los liposomas preparados a presiones mas bajas.
Dado que la presion de homogeneizacion tiene una gran influencia en el tamafio de particula, los resultados indican
que la retencioén del farmaco esta influenciada, hasta cierto punto, por el tamafio de particula. i

Las formulaciones que tienen el grado de encapsulacion mas elevado después de dos meses de almacenamiento se
prepararon con NaCl al 1,9 % y sacarosa al 10 % en el interior del liposoma, y se homogeneizaron a baja presion.

No se observaron cambios significativos en el tamafio de particula durante el almacenamiento para cualquiera de las
formulaciones preparadas.

Ejemplo 2

Las formulaciones de cisplatino en liposomas se prepararon por hidratacion de pelicula seguido de extrusion. La
soluciéon de hidratacion se prepard con concentraciones osmoliticas variables. Después de la extrusién, los
liposomas se dializaron en diferentes medios. Las formulaciones preparadas tenian diferente gradiente osmotico
(diferencia de osmolaridad entre interior y exterior) tal como se indica en la tabla 3. Para comparacion, se prepararon
formulaciones liposomales de otros agentes quimioterapéuticos tal como se indica en la tabla 4. Todas las
formulaciones se colocaron en el refrigerador a 2-8 °C, y se tomaron muestras continuamente durante el
almacenamiento.

Preparacién de formulaciones Liposomales

Los fosfolipidos (DSPC/DSPG/DSPE-PEG2000, 70:25:5 % en moles) se disolvieron en cloroformo/metanol a 9:1
(v/v). El disolvente de las mezclas de lipidos disueltos se evaporé a continuacion en un bafio de agua caliente 50 °C
hasta sequedad visual, bajo una corriente de gas nitrogeno. Las muestras se secaron adicionalmente al vacio
durante la noche.

Los liquidos de hidratacion (concentraciones variables de Sal y de sacarosa de acuerdo con las tablas 3 y 4) que
contienen un agente quimioterapéutico se afadieron a las mezclas de lipidos secos a una temperatura de 65 °C
durante la preparacion de vesiculas multilamelares (MLV). Las suspensiones de lipidos se mantuvieron a 65 °C
durante al menos 30 min con el fin de asegurar la hidrataciéon completa. Durante este periodo de tiempo, las
suspensiones de lipidos fueron vértice cada 5 min. Las vesiculas unilamelares grandes (LUV) se prepararon por
extrusion a través de membranas con tamafio de poro definido (100 nm) a 65 °C. Las LUV se transfirieron
posteriormente a casetes de didlisis (MWCO: 10 kDa) con el fin de eliminar el farmaco sin atrapar. Las formulaciones
liposomales se dializaron en diferentes soluciones tampdn tal como se indica en las tablas 3 y 4.

Inmediatamente después de la preparacién de las formulaciones, se dividieron en viales de vidrio. Los viales de
vidrio se cerraron herméticamente con tapa y se colocaron en el refrigerador (2-8 °C). El dia de la colocacion en el
refrigerador se considera la fecha de comienzo. Durante el almacenamiento se tomaron muestras continuamente, y
se determind el tamafo de particula y la concentracion del farmaco (Exterior y total).

Resultados:

Las formulaciones liposomales se prepararon con cualquiera de cisplatino, oxaliplatino, MTX, Bleomicina, o 5FU. Se
observé que las formulaciones que contienen farmacos con un peso molecular pequefio (< 350 g/mol) tales como
cisplatino y 5FU eran filtrantes cuando el gradiente osmatico entre el interior y exterior era bajo. Se demostré que las
formulaciones liposomales que contienen farmacos con peso molecular mas elevado (> 350 g/mol) no eran
practicamente filtrantes durante el almacenamiento a 2-8 °C.

Se demostro que los ensayos para aumentar el gradiente osmético en las formulaciones de cisplatino eran un modo
eficaz de minimizar la pérdida durante el almacenamiento. Cuando la diferencia entre el gradiente osmaético del
interior y del exterior era > 282 mOsM, la pérdida observada durante el almacenamiento se mantuvo en niveles
aceptables (véase la tabla 3 y la figura 11).
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No se observaron cambios en el tamafio de particula durante el almacenamiento a 2-8 °C (Figura 12). Por lo tanto, el
tamafio de particula de la formulacion no se ve influenciado por el gradiente osmaético mas elevado en la formulacién
de cisplatino.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende

* un liposoma hidrolizable por sPLA2 que comprende cisplatino encapsulado dentro del liposoma,

* una solucién exterior,

* y una solucién interior dentro del liposoma,

* en donde la diferencia en la concentracion de osmolitos entre la solucién interior y la exterior (concentracion
exterior de osmolitos restada de la concentracion interior de osmolitos) es superior a 200 mM

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el Unico agente terapéutico es cisplatino.

3. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la diferencia en la
concentracion de osmolitos entre la solucion interior y la exterior (concentracion exterior de osmolitos restada de la
concentracion interior de osmolitos) esta entre 200 y 600 mM.

4. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la diferencia en la
concentracion de osmolitos entre la solucion interior y la exterior (concentracion exterior de osmolitos restada de la
concentracion interior de osmolitos) esta entre 280 y 320 mM.

5. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la diferencia en la concentracién de osmolitos entre
la solucién interior y la exterior (concentracion exterior de osmolitos restada de la concentracion interior de osmolitos)
es al menos 275 mM.

6. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucién interior
comprende NaCl o KCI a una concentracion entre un 0,2-2,5 % en p/p.

7. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucién exterior
comprende NaCl o KCI a una concentracion entre un 0,2-2,5 % en p/p.

8. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la solucion interior y la
exterior se seleccionan entre el grupo que consiste en

a. Solucion interior de NaCl al 0,8-1,0 % y sacarosa al 9-11 % y solucién exterior de tampon fosfato 8-12 mM (pH
6,5) + sacarosa al 9-11 %,

b. Solucion interior de NaCl al 1,6-2,0 % y solucion exterior de tampodn fosfato 8-12 mM (pH 6,5) + sacarosa al 9-
11 %,

c. Solucién interior de NaCl al 0,8-1,0 % y sacarosa al 9-11 % y solucion exterior de tampon fosfato 8-12 mM (pH
6,5) + NaCl al 0,35 % - 0,55 % + sacarosa al 4-6 %,

d. Solucion interior de NaCl al 1,6-2,0 % y solucién exterior de tampon fosfato 8-12 mM (pH 6,5) + NaCl al 0,8-1,0
%.
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