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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion de una composicion farmacéutica liofilizada que contiene mitomicina C.

La invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de una composicion farmacéutica liofilizada que
contiene mitomicina C que se caracteriza por una estabilidad y una pureza elevadas y que puede reconstituirse
rapidamente obteniéndose soluciones listas para su utilizacion.

La mitomicina C, denominacién quimica (1aS,8S,8aR,8bS)-6-amino-8-[[(aminocarbonil)oximetil]-1,1a,2,8,8a,8b-
hexahidro-8a-metoxi-5-metil azirino[2',3":3,4]pirrolo[1,2-a]indol-4,7-diona o carbamato de 6-amino-8a-metoxi-5-
metil-4,7-dioxo-1,1a,2,4,7,8,8a,8b-octahidroazarino[2',3":3,4]pirrolo[1,2-a]indol-8-ilmetilo, se aisl6 por vez primera
en 1958 a partir de Streptomyces caespitosus (véase Wakaki et al., Antibiotics and Chemotherapy, 8, 228, 1958
y el documento GB 830.874). Posee un efecto antitumoral sobresaliente y puede utilizarse, sobre todo, para el
tratamiento de tumores de vejiga, carcinomas de estbmago, carcinomas de bronquios, carcinomas de pancreas,
carcinomas colorrectales, carcinomas de mama, carcinomas de célula hepatica, carcinomas de cuello uterino,
carcinomas de eso6fago, carcinomas de la regién de la cabeza y el cuello, leucemia mieloide crénica y
osteosarcoma. A este respecto, se utiliza en forma de soluciones acuosas para inyeccion o infusién o de
soluciones para administracion intravesicular. El documento GB 2171408 describe la liofilizacion de derivados de
mitomicina con terc-butanol. La patente US n°5.216.011 describe soluciones de mitomicina C que pueden
administrarse, por ejemplo, por inyeccion. Con estas soluciones se pretende eludir dificultades en la preparacion
de preparados liofilizados. Las soluciones contienen como disolvente del 40 al 100% en volumen de
propilenglicol y del 0 al 60% en volumen de agua.

Ademaés, por el documento DE 199 57 371 se conoce una solucién acuosa de mitomicina C que contiene un
tampon y presenta un valor del pH en el intervalo de 6,0 a 9,0. Ademas, la solucién se caracteriza por una
relacién especial entre la concentracién de mitomicina C y la fuerza i6nica del tampoén.

No obstante, la vida util de las soluciones de mitomicina listas para su utilizacién es insuficiente, dado que el
contenido de principio activo se reduce notablemente durante el almacenamiento. Por este motivo, la mitomicina
C se prepara en forma de liofilizados o polvos secos, y estas formas farmacéuticas se reconstituyen
inmediatamente antes de su administracion con disolventes estériles para obtener soluciones listas para su
utilizacion. Los liofilizados se comercializan, por ejemplo, con la denominacién comercial "Mitem". Los polvos
secos, por ejemplo en mezcla con NaCl, se pueden obtener, por ejemplo, con la denominacién comercial "Mito-
medac".

Los liofilizados que se encuentran en el mercado tienen, no obstante, la desventaja de que para los mismos se
especifica solo una vida (til relativamente corta de como méaximo dos afios. Esto es debido a la elevada
inestabilidad de la mitomicina C, que se descompone facilmente en la solucion de liofilizacion produciendo la
formacion de una serie de productos de degradacion. Los productos de degradacién son, sobre todo,
albomitomicina C, D1 y D2, cuyas férmulas estructurales, conjuntamente con la de la mitomicina C, se
representan a continuacion.

Mitomicina C Albomitomicina C
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D1 D2

Aunque los polvos secos de mitomicina C tienen una vida Util mas prolongada de aproximadamente cuatro afos,
también presentan, no obstante, la desventaja de que en su preparacion se producen particulas en polvo que
son causantes de una contaminacién peligrosa para la salud del personal y de la contaminacion de las
instalaciones de produccion. El periodo de tiempo prolongado necesario para la disolucion completa de estos
polvos secos tampoco es satisfactorio.

En el caso de los liofilizados y los polvos secos conocidos la reconstitucion se realiza obteniéndose
habitualmente soluciones a concentraciones finales de 1 mg/ml de mitomicina C, por ejemplo 20 mg de
mitomicina C en 20 ml de agua o solucion isotonica de cloruro sodico (0,9%, % en peso). También son conocidas
concentraciones mas reducidas después de la dilucion de 0,2 y 0,15 mg/ml para aplicaciones oftalmoldgicas. No
obstante, una concentracion final mas elevada en agua no es posible debido a la poca solubilidad de los
productos conocidos. En la literatura se indica que su concentracion de saturacion es de 0,5-1,0 mg/ml.

El objetivo de la invencidn consiste, por lo tanto, en evitar las desventajas de los liofilizados y los polvos secos
conocidos y, en particular, en proporcionar un procedimiento de preparacién de una composicion farmacéutica
liofilizada de mitomicina C cuya realizacion no acarree una reduccion esencial del contenido en principio activo y
con el que se obtenga una composicién que presente una estabilidad y una pureza elevadas y, por lo tanto,
muestre también en el caso de un almacenamiento mas prolongado solo una escasa degradacion del principio
activo. Ademads, la composicion farmacéutica producida deberia poder reconstituirse rapidamente y
completamente obteniéndose soluciones listas para su utilizacion que puedan presentar una concentracion
elevada de principio activo.

Este objetivo se alcanza mediante el procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 7. Un objeto de la invencion
es, ademas, la composicion farmacéutica liofilizada segun las reivindicaciones 8 a 12, asi como la solucion que
contiene mitomicina C segun la reivindicacion 13.

El procedimiento de preparacion segin la invencidon de una composiciéon farmacéutica liofilizada que contiene
mitomicina C se caracteriza por que se liofiliza una solucion de mitomicina C, solucidn que contiene una mezcla
de terc-butanol y agua, que contiene del 84 al 95% en peso de terc-butanol.

La solucién sometida al procedimiento de liofilizacion se denomina en adelante también "solucion de liofilizacion”.

La disolucion de mitomicina C en una mezcla de terc-butanol y agua genera, sorprendentemente, una solucion
de liofilizacion que es fisicamente y quimicamente estable hasta 48 h a temperatura ambiente e incluso hasta 9
dias a 5°C. De esta forma, el contenido de impurezas en esta solucién se mantiene también sorprendentemente
reducido y, por lo tanto, la pureza de la solucion es muy elevada. Debido a la elevada estabilidad y la elevada
pureza de la solucion, pueden prepararse con el procedimiento segin la invencion composiciones de mitomicina
C liofilizadas muy puras.

La liofilizacién de esta solucién no genera, sorprendentemente, ningln aumento esencial de impurezas, de forma
que la composicion liofilizada obtenida presenta también una pureza elevada. La composicion muestra
sorprendentemente, ademas, una estabilidad muy elevada y presenta, incluso después de un almacenamiento
de varios meses, un contenido elevado de principio activo y solo pequefias cantidades de productos de
degradacién no deseados.
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Ademaés, la composicion producida mediante el procedimiento segun la invencién, en adelante denominada
también ‘"liofilizado", muestra una solubilidad sorprendentemente elevada en disolventes que se utilizan
habitualmente para reconstitucion y posibilita la preparacién de soluciones listas para su utilizaciéon que contienen
mitomicina C en una concentracion superior a 1 mg/ml. Utilizando la composicién pueden producirse, por lo
tanto, soluciones listas para su utilizacion con una concentracion de principio activo particularmente elevada.

En una forma de realizacion muy particularmente preferida, la mezcla utilizada de terc-butanol y agua contiene
del 88 al 92% en peso y de forma muy particularmente preferida aproximadamente el 89% en peso de terc-
butanol.

La solucion de liofilizacién utilizada en el procedimiento segun la invencion contiene mitomicina C habitualmente
en una concentracion de 0,1 a 500 mg/g, en particular de 0,5 a 10,0 mg/g, preferentemente de 0,8 a 6,0 mg/g y
de forma particularmente preferida de 1,0 a 4,0 mg/g.

Se prefiere que la solucion contenga ademas por lo menos un coadyuvante seleccionado de entre el grupo
constituido por urea, polietilenglicol y manitol. Utilizando estos aditivos pueden prepararse liofilizados que poseen
una solubilidad particularmente elevada en los disolventes utilizados para su reconstitucion. La utilizacién de
estos coadyuvantes inertes frente al principio activo genera un liofilizado que, debido a sus propiedades
particulares, protege el principio activo de influencias desestabilizantes y, por lo tanto, mantiene el principio activo
en su forma pura.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencién, la solucién contiene urea en una
concentracion de 1 a 200 mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

El polietilenglicol tiene, en particular, un peso molecular promedio (promedio en nimero) de 1000 a 8000 y
preferentemente de 2000 a 8000. De forma particularmente preferida, como polietilenglicol se utiliza PEG 4000,
que presenta un peso molecular promedio (promedio en nimero) de aproximadamente 4000.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencion, la solucidon contiene polietilenglicol
en una concentracion de 1 a 200 mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencién, la solucién contiene manitol en una
concentracion de 1 a 200 mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

La solucién puede contener también adicionalmente otros coadyuvantes habituales tales como otros alcoholes
de azucar, por ejemplo isomaltitol, lactitol, sorbitol, lactitol, sorbitol, xilitol, treitol, eritritol o arabitol, aztcares, por
ejemplo sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa, ramnosa, lactosa o trehalosa, aminoacidos, por ejemplo L-
fenilalanina, L-triptofano, L-prolina, L-histidina, L-glicina o L-arginina, polimeros, por ejemplo polivinilpirrolidona,
poli(acetato de vinilo), derivados de almidén, por ejemplo ciclodextrinas, dextrosas, amilopectinas, amilosas,
polisacaridos, por ejemplo alginatos, pectinas, celulosas, agentes para ajustar la isotonicidad, por ejemplo cloruro
de sodio, cloruro de calcio dihidratado, acetato de sodio trihidratado, hidrogenofosfato de disodio dihidratado, y/o
agentes para ajustar el valor del pH, por ejemplo trometamol, y concretamente, habitualmente, en
concentraciones de, en cada caso, 1 a 200, en particular 5 a 100 y preferentemente 10 a 60 mg/g.

La liofilizacién de la solucion de liofilizacién se realiza generalmente utilizando procesos y aparatos de liofilizacion
de utilizacién habitual para fines farmacéuticos. Generalmente, la solucién se envasa en un recipiente adecuado,
y el recipiente se dispone en un liofilizador habitual con superficies que pueden enfriarse o calentarse, sobre las
que la solucion puede exponerse a las diferentes temperaturas del procedimiento de liofilizacion. Para realizar el
secado, la solucion habitualmente se congela y se expone a una presion atmosférica reducida. Como
consecuencia, tiene lugar en gran medida la sublimacion del disolvente a partir de la solucion congelada, que
precipita, por ejemplo, en regiones mas frias del liofilizador previstas para ello. Después se continda
generalmente con un secado secundario a temperaturas mas elevadas. Al finalizar la liofilizacion se permite
generalmente al liofilizado obtenido alcanzar la temperatura ambiente y se cierra el recipiente utilizado en
condiciones estériles. Un programa de liofilizacion adecuado puede comprender la carga del recipiente a
temperatura ambiente, congelaciéon a de -50 °C a -35°C a presion normal, reduccion posterior de la presion
atmosférica y, a continuacién, aumento de la temperatura de 25 a 95 °C para realizar el secado.

La composicion liofilizada obtenida con el procedimiento segin la invencion presenta, evidentemente, también
una estructura particular y ventajosa, dado que para su reconstitucion completa, obteniéndose una solucion lista
para su utilizacion, se precisa solo un periodo de tiempo muy reducido inferior a 60 segundos, en particular
inferior a 30 segundos y preferentemente de 4 a 20 segundos. Esto representa una ventaja importante, dado
que, con ello, es posible que el personal clinico prepare en el momento soluciones listas para su utilizacion
inmediatamente antes de la administracion prevista a los pacientes, sin tener que asumir tiempos de espera
largos para lograr una disolucion completa. Del mismo modo, con dichos tiempos de reconstitucion cortos, se
reduce el riesgo de que se produzcan reacciones de degradacion no deseadas del principio activo.
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Para la reconstitucion de la composicion se utiliza habitualmente una solucién isoténica de cloruro sodico o agua
para fines de inyeccion. También es posible utilizar otras soluciones farmacéuticamente aceptables para la
reconstitucion, tales como soluciones de lactato de Ringer o tampones de fosfatos.

Debido a las propiedades ventajosas indicadas, la invencion se refiere también a una composicion farmacéutica
liofilizada que contiene mitomicina C, pudiendo obtenerse la composicion mediante el procedimiento segun la
invencion.

La composicion segun la invencion contiene por lo menos un coadyuvante seleccionado de entre el grupo
constituido por urea, polietilenglicol y manitol. Una composicion de este tipo precisa para su reconstitucion
cantidades reducidas de agente de reconstitucion y, por lo tanto, utilizando dichas cantidades puede producirse
una solucién lista para su utilizacion con una concentracion particularmente elevada de mitomicina C.

La composicion contiene urea habitualmente en una concentracion de 0,2 a 1, en particular de 0,5 a 0,99,
preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g por gramo de composicion.

La composicion contiene polietilenglicol habitualmente en una concentraciéon de 0,2 a 1, en particular de 0,5 a
0,99, preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g por gramo de
composicion.

La composicidon contiene manitol habitualmente en una concentracion de 0,2 a 1, en particular de 0,5 a 0,99,
preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g por gramo de composicion.

La composicion segun la invencién contiene las impurezas D1, D2 y albomitomicina C en una cantidad total en
particular inferior al 2,0%, preferentemente inferior al 1,5%, de forma particularmente preferida inferior al 1,0%,
de forma mas preferida inferior al 0,8% y de forma muy particularmente preferida inferior al 0,6%,
determinandose la cantidad de estas impurezas segun el procedimiento para impurezas segin la monografia Ph
Eur 8.0 Mitomycin Monographie 01/2008: 1655. Este procedimiento de determinacion se denomina también en
los ejemplos procedimiento 4.

Debido a las propiedades ventajosas indicadas anteriormente, la invencion también se refiere a una solucion
para liofilizacion que contiene mitomicina C que comprende una mezcla de terc-butanol y agua, que contiene del
84 al 95% en peso de terc-butanol.

Las formas de realizacion preferidas indicadas anteriormente en la descripcién del procedimiento segun la
invencion para la solucién utilizada son también preferidas para la solucion segun la invencion.

La solucion segun la invencién se caracteriza, tal como se ha indicado ya anteriormente, en particular, porque el
principio activo presente en la misma es estable y apenas se produce formacion de impurezas.

La invencion se explicara a continuacion en detalle por medio de ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1 — Solubilidad y estabilidad de mitomicina C en distintos disolventes

Se examiné la solubilidad y la estabilidad de mitomicina C en los distintos disolventes y mezclas de disolventes
indicados en la tabla 1.

Tabla 1 "Disolventes/mezclas de disolventes utilizados"

O % en peso de % en peso de[Concentracion de mitomicina Concentracion de
codisolvente agua C [mg/g] manitol [mg/g]

1 |Agua - 100 2,0 4,0

2 [ 32,6 67,4 2,1 4.1

3 |Etanol 16,4 83,6 2,2 4,4

4 |Isopropanol 16,2 83,8 2,2 4.3

5 |Acetona 7,1 92,9 2,0 4,1

Para este fin se prepararon, utilizando estas mezclas, respectivamente, soluciones que contenian de 2,0 a 2,2
mg/g de mitomicina C y de 4,0 a 4,4 mg/g de manitol.

Después de 1,5 h de tiempo de agitacion y con exclusion de luz, se examinaron las mezclas obtenidas bajo
irradiacion con luz linealmente polarizada para determinar particulas. El resultado del examen visual se indica en

5
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la tabla 2.

Tabla 2 "Examen visual"

N° | % en peso de disolvente/mezcla
Agua: 100%
terc-butanol: 32,6%
Etanol: 16,4%
Isopropanol: 16,2%
Acetona: 7,1%

Descripcion de las mezclas
Suspensién azul oscura, no disuelta completamente
Solucién transparente azul oscura, completamente disueltal
Solucién transparente azul oscura, completamente disueltal
Solucién transparente azul oscura, completamente disueltal
Solucién transparente azul oscura, completamente disueltal

QB (W|IN|F

Posteriormente se determiné el contenido de mitomicina C y de impurezas en las mezclas obtenidas después de
un almacenamiento de 24 horas a temperatura ambiente. Los resultados correspondientes se indican en la Tabla
3.

Tabla 3 "Contenido de mitomicina C y de impurezas después de 24 h de almacenamiento a temperatura
ambiente"

NO % en peso de Contenido de mitomicina Contenido total de impurezas (D1, D2y
disolvente/mezcla C [%]* albomitomicina C) [%]**
2 terc-Butanol: 32,6% 98,04 1,96
3 Etanol: 16,4% 94,74 5,26
4 Isopropanol: 16,2% 95,69 4,30
5 Acetona: 7,1% 93,99 6,01
* Determinacion segun el procedimiento 1 (véase la tabla 5)
** Determinacion segun el procedimiento 2 (véase la tabla 5)

Los resultados indicados en la tabla 3 muestran que la mitomicina C, en la solucién de liofilizacion utilizada segun
la invencidn, tiene una estabilidad particularmente elevada en una mezcla de terc-butanol y agua.

Ademas, se analizaron las mezclas obtenidas después de 24 h de almacenamiento con exclusién de luz a (a)
temperatura ambiente y (b) de 2 a 8 °C de nuevo bajo irradiacion con luz linealmente polarizada para determinar
particulas visibles. Los resultados obtenidos a este respecto se indican en la tabla 4.

Tabla 4 "Examen visual después de almacenamiento durante 24 h"

% en peso de Almacenamiento a temperatura .
N° . P . P Almacenamiento ade 2 a 8 °C
disolvente/mezcla ambiente
Suspensién azul oscura, particulas L
1 Agua: 100% usp P Suspension azul oscura
dispersadas
2 terc-Butanol: 32,6%  |Solucion transparente azul oscura Solucién transparente azul oscura
3 Etanol: 16.4% Solucidn transparente azul oscura, Solucién transparente azul oscura,
Y particulas con forma de aguja particulas con forma de aguja
. Solucién transparente azul oscura,
4 Isopropanol: 16,1%  |Solucién transparente azul oscura; . P .
particulas con forma de aguja
. o Solucidn transparente azul oscura, Solucién transparente azul oscura,
5 Acetona: 7,1% p . p .
particulas con forma de aguja particulas con forma de aguja

Con las mezclas de disolventes que pueden utilizarse segun la invencion se obtuvieron soluciones claramente
mas estables que con agua. La solucion obtenida con la mezcla del 32,6% en peso de terc-butanol y el 67,4% en
peso de agua se demostré que es la méas estable, dado que en la misma, incluso después de 24 h, tanto a
temperatura ambiente como a de 2 a 8 °C, no pudo observarse ninguna particula. Ademas, en la mezcla de terc-
butanol-agua después de 24 horas de almacenamiento a temperatura ambiente el contenido de mitomicina C era
el méas elevado y el contenido de impurezas el més reducido.

Determinacién del contenido de mitomicina C y de impurezas por medio de cromatografia liquido de alto
rendimiento

Las muestras se diluyen en cada caso a 0,5 mg/ml de mitomicina C con N,N-dimetilacetamida. La solucion de
referencia contiene 0,5 mg/ml de mitomicina C en N,N-dimetilacetamida.
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Tabla 5 "Condiciones de la cromatografia liguida de alta resolucién”

Procedimiento 1: Procedimiento 2:

Deteccion: UV a 365 nm UV a 254 nm

Fase Tampon/metanol Tampon/metanol

movil: 62,5/37,5, Vol/Voal 75/25, Vol/Vol

Tampon: Tampon:
0,025% de acido acético en acetato de amonio| 0,025% de acido acético en acetato de amonio
0,02 M 0,02 M

Caudal: 1,4 ml/min 2,6 ml/min
Columna: YMC-Pack fenilo 4,6 mm x 300 mm, 10 pm
Temperatura: 25°C

Volumen de inyecciéon 10 pl

Ejemplo 2 — Solubilidad y estabilidad de mitomicina
dimetilsulféxido y N,N-dimetilacetamida

C en dimetilsulfoxido y una mezcla de

Se analizaron la solubilidad y la estabilidad de mitomicina C en los disolventes indicados en la tabla 6, es decir
en dimetilsulféxido (DMSO) asi como una mezcla de dimetilsulféxido (DMSO) y N,N-dimetilacetamida (DMAA).

Tabla 6 "DMSO o DMSO/DMAA como disolvente/mezcla de disolventes”

N° |% en peso de dimetilsulféxido/% en peso de N,N-dimetilacetamidal
6 57 94,3
7 100 -

Para este fin se prepararon, utilizando estos disolventes, respectivamente soluciones que contenian para la N° 6
(DMSO/DMAA) 0,53 mg/g de mitomicina C y 8,0 mg/g de urea y para la N° 7 (DMSO) 1,82 mg/g de mitomicina C
y 27,3 mg/g de urea. Las soluciones se almacenaron a temperatura ambiente y con exclusion de luz a lo largo de
un periodo de tiempo de hasta 71,5 horas.

Tabla 7a "Contenido de mitomicina en una mezcla de DMSO/DMAA"

Contenido de mitomicina [%0]
% en peso de DMSO/DMAA|t=0(t=6,5h(t=14,5h{t=21h|t=42h| t=71,5h
5,7/94,3 100/99,93| 99,62 (98,84(99,11| 98,58
* Contenido determinado con el procedimiento 3

Tabla 7b "Pureza de mitomicina en DMSQO"

Pureza de mitomicina [%)]
% en peso de DMSO t=0 t=4h t=6,5h t=13h t=20h t=26,5h
100° 100 99,31 99,32 99,19 99,36 99,32

“ Pureza determinada con el procedimiento 4; la pureza se define como superficie del pico de mitomicina
con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

En ambos disolventes se demostré que la mitomicina C es muy estable. La utilizacion de DMSO produce solo
una disminucién particularmente reducida del contenido inicial de mitomicina C del 100% al 99,32% en un
periodo de tiempo de 26,5 horas.

El contenido de mitomicina C y, por lo tanto, la estabilidad de las soluciones obtenidas, se determiné con los
procedimientos 3 y 4. El procedimiento 3 corresponde al procedimiento para contenido segun la monografia Ph
Eur 8.0 Mitomycin Monographie 01/2008: 1655. El procedimiento 4 corresponde al procedimiento para impurezas
segun la monografia Ph Eur 8.0 Mitomycin Monographie 01/2008: 1655.

Ejemplo 3 — Solubilidad y estabilidad de mitomicina C en distintas mezclas de terc-butanol/agua

Se examind la solubilidad y la estabilidad de mitomicina C en las distintas mezclas de terc-butanol y agua
indicadas en la tabla 8.

Para este fin se prepararon utilizando estas mezclas, en cada caso, soluciones cuya concentracion de mitomicina
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C es de 2,1 mg/g para la mezcla N° 8, 2,2 mg/g para la mezcla N° 9 y 2,4 mg/g para la mezcla N° 10.

Estas soluciones se almacenaron 16 h con exclusion de luz a (a) temperatura ambiente y (b) ade2a 8°Cy a
continuacién se examinaron de nuevo bajo irradiacion con luz linealmente polarizada para determinar particulas
visibles. Los resultados obtenidos a este respecto se indican también en la tabla 8.

Tabla 8 "Examen visual después de almacenamiento durante 16 h"

O % en peso de Almacenamiento a temperatura ambiente| Almacenamiento a2 a 8 °C
disolvente/mezcla (@) (b)
C Solucién transparente azul
8 terc-Butanol: 32,6% Solucién transparente azul oscura P
oscura
. Solucién transparente azul
9 terc-Butanol: 51,7% Solucién transparente azul oscura P
oscura
C Solucién transparente azul
10 terc-Butanol: 72,9% Solucién transparente azul oscura oscur:a

Todas las mezclas de terc-butanol y agua pudieron disolver la cantidad predeterminada de mitomicina C, y en las
soluciones obtenidas no se pudo observar incluso después de 16 h de almacenamiento ninguna particula.

Para la determinacion por HPLC de la estabilidad de mitomicina C en mezclas de terc- butanol/agua se afiadi6 a
una mezcla del 20% en peso de terc-butanol y el 80% en peso de agua (N° 11) mitomicina C en la cantidad
necesaria para obtener una solucion con una concentracion de 10 mg/g de mitomicina C. Ademas, se afadié a
una mezcla del 32,6% en peso de terc-butanol y el 67,4% en peso de agua (N° 12) mitomicina C en la cantidad
necesaria para obtener una solucién con una concentracion de 2,1 mg/g de mitomicina C. Ademas, se afadi6 a
una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de agua (N° 13) mitomicina C en la cantidad
necesaria para obtener una solucién con una concentracion de 5 mg/g de mitomicina C. Ademas se prepararon
una solucion que contenia mitomicina en terc-butanol puro (100% en peso) (N° 14) y con fines comparativos una
solucion en agua (N° 15). En el ensayo con terc-butanol puro, este se fundié en primer lugar mediante
calentamiento a aproximadamente 30°C y después se disolvié la mitomicina C en la masa fundida.

Las soluciones se almacenaron durante 24 h a temperatura ambiente en vidrios marrones. Los resultados
correspondientes se indican en la Tabla 9.

Tabla 9 "Estabilidad y mitomicina C en mezclas de terc-butanol/agua”

o P_urez_a_de P.urez_a_de Pureza de mitomicina*
o _% en peso de Mitomicina mltoinlcma* mltoinlcma* t=24n
disolvente/mezcla [mg/g] t=0h t=6h (%]
[%] [%]
11 terc-Butanol: 20% 10 99,51 97,01 93,55
12 terc-Butanol: 32,6% 2,1 100,0 99,4 98,7
13 terc-Butanol: 89% 5 99,56 98,95 98,47
14 terc-Butanol: 100% 0,38 100,0 100,0 100,0
15 Agua (referencia) 0,48 96,8 92,1 89,9
" Determinacion por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

En las soluciones que contienen terc-butanol la mitomicina C tenia una estabilidad elevada, teniendo como
consecuencia la utilizacion de la mezcla N° 12 y la mezcla N° 13 una reduccién particularmente reducida de la
pureza inicial a t=0 de mitomicina C del 100,0% al 98,7% y del 99,56% al 98,47%. Una pureza particularmente
elevada del 100,0% en peso después de 24 h pudo lograrse en terc-butanol al 100%, siendo la solubilidad de
mitomicina C en terc-butanol puro, sin embargo, més reducida.

Por el contrario, la pureza de mitomicina C en agua después de 24 h es significativamente peor (a t=0 del 96,8%
al 89,9%)).

Ejemplo 4 — Compatibilidad de otros coadyuvantes co n mezclas de terc- butanol/agua

Se prepararon varias soluciones en las que se disolvieron en cada caso 20 mg de mitomicina C en 6 g de una
mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de agua. A estas soluciones se afiadieron los
coadyuvantes urea, PEG 4000 o trometamol, para obtener en cada caso una concentracion de 50 mg/g. La
solucion con trometamol se ajusté ademés con &cido acético a un valor del pH de 7,4.
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A t=0, asi como después de 6 h'y 24 h a temperatura ambiente, se examinaron las soluciones para determinar su
contenido de mitomicina C y se compararon con una solucién que no contenia ningun otro coadyuvante. La
determinacion del contenido se realizo segin el procedimiento 2, y los resultados se indican en la tabla 10.

Tabla 10 "Estabilidad de soluciones con urea, polietilenglicol y trometamol”

Coadyuvante Pureza* mitomicina C Pureza* mitomicina C Pureza* mitomicina C
t=0 t=6 h t=24 h

Urea 99, 69 99,76 99,14

PEG 4000 100 99,58 99,50

Trometamol 99,56 99,44 99,50

Sin coadyuvante 99, 61 99, 63 99,48

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de

mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Ejemplo 5 - Estabilidad de mitomicina C en mezclas  de terc-butanol/agua que contienen urea

En una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% de agua se disolvié urea en la cantidad necesaria para
obtener una concentracion del 5% en peso. A continuacion se afiadié mitomicina C en la cantidad necesaria para
obtener una concentracién de 3,33 mg/g y la solucion se agitdé durante una hora. La solucién se envasé en
vidrios marrones y se almacen6 durante 9 dias a temperatura ambiente (TA) sin proteccién contra la luz, a
temperatura ambiente (TA) con exclusion de luz y a 5 °C con exclusién de luz.

A diferentes puntos temporales se llevaron a cabo determinaciones de la pureza segun el procedimiento 2. Los
resultados se indican en la Tabla 11.

Tabla 11 "Estabilidad de soluciones de mitomicina C con urea"

Pureza de mitomicina* [%]
Almacenamiento t=0 t=6h t=24h t=48h t=72h t=9d
TA; sin proteccion contra la luz 99,32 98,83 97,60 96,77 96,14 95,78
TA; con exclusion de luz 99,33 98,83 97,80 97,04 96,74 96,35
5 °C; con exclusion de luz 99,23 99,18 99,20 98,86 98,80 98,21

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Incluso después de nueve dias de almacenamiento la solucion fue, en todas las condiciones, sorprendentemente
estable y la pureza de la solucién sorprendentemente elevada.

Ejemplo 6 — Liofilizacién de soluciones de mitomici na C en distintas mezclas de terc-butanol/agua

Se prepararon en primer lugar soluciones de mitomicina C en mezclas de terc-butanol y agua con el 16,1% en
peso, el 32,6% en peso y el 72,9% en peso de terc-butanol. Estas soluciones contenian 2,1 mg/g de mitomicina
C y 4,1 mg/g de manitol para la solucién con la mezcla con el 16,1% en peso de terc-butanol, 2,2 mg/g de

mitomicina C y 4,3 mg/g de manitol para la solucion con la mezcla con el 32,6% en peso de terc-butanol y 2,4
mg/g de mitomicina C y 4,8 mg/g de manitol para la solucion con la mezcla con el 72,9% en peso de terc-butanol.

Todas las soluciones eran transparentes y lo suficientemente estables.

Con fines comparativos se preparé también una solucién de mitomicina C en agua que contenia 7 mg/g de
manitol y debido a su poca solubilidad en agua 0,7 mg/g de mitomicina C.

Por medio de liofilizacién convencional con (i) congelacion de la solucién, (i) aplicacién de un vacio, (iii) secado
primario y (iv) secundario, se obtuvieron liofilizados. Estos se reconstituyeron con agua, y las soluciones
reconstituidas obtenidas se analizaron para determinar su contenido en mitomicina C, asi como de impurezas
segun el ejemplo 1. Los resultados se indican en la Tabla 12.

Tabla 12 "Contenido de mitomicina C y de impurezas después de liofilizacién y reconstituciéon”

Cantidad de terc-butanol enla  |Contenido de mitomicina| Contenido*** de impurezas [%)] Total; D1; D2;
mezcla en % en peso C [%]** albomitomicina C
terc-Butanol: 0% 98,36 1,64; 0,40; 0,48; 0,76
terc-Butanol: 16,1% 99,55 0,46; ND*; 0,15; 0,31




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 648367 T3

terc-Butanol: 32,6% 99,81 0,20; ND*; 0,10; 0,10
terc-Butanol: 72,9% 100,00 ND*; ND*; ND*; ND*
* ND = No detectable, es decir, por debajo del limite de deteccién

** Determinacion por HPLC segun el procedimiento 1
*** Determinacion por HPLC segln el procedimiento 2

Con todas las mezclas utilizadas segun la invencion de terc-butanol y agua se obtuvieron después de liofilizacion
y reconstitucion soluciones con un contenido muy elevado de mitomicina C y un contenido muy reducido de
impurezas (D1, D2 y albomitomicina C).

Por el contrario, la liofilizacion utilizando agua proporciond una solucidon reconstituida con un contenido
claramente mas reducido de mitomicina C y una cantidad muy significativa de impurezas.

Ejemplo 7 — Estabilidad de mitimicina C en unamezc la de terc-butanol-agua (89/11) con 20 mg/g de urea

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de
agua. Las soluciones contenian, ademas de 1,33 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 20 mg/g de urea.
A t=0 y después de 5, 22 y 27 horas a temperatura ambiente (TA) con exclusion de luz y en el frigorifico, se
examinaron las soluciones para determinar su pureza segun el procedimiento 2. Los resultados se representan
en la tabla 13.

Tabla 13 "Estabilidad de mitomicina C en soluciones que contienen 20 mg/g de urea"

Pureza de mitomicina C* [%)]
Condiciones t=5h t=22h t=27h
TA; con exclusion de luz 99,7 99,2 98,9
5 °C; con exclusion de luz 99,8 99,8 99,7

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Incluso después de mas de un dia de almacenamiento a temperatura ambiente, la pureza de la solucion es
sorprendentemente elevada, lo que se refleja en la sorprendentemente elevada estabilidad del principio activo en
el disolvente.

Ejemplo 8 — Estabilidad de mitimicina C en unamezc la de terc-butanol-agua (89/11) con 25 mg/g de urea

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de
agua. Las soluciones contenian, ademés de 1,67 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 25 mg/g de urea.
A t=0 y después de 5, 22 y 27 horas a temperatura ambiente con exclusién de luz y en el frigorifico, se
examinaron las soluciones para determinar su pureza segun el procedimiento 2.

Tabla 14 "Estabilidad de mitomicina C en soluciones que contienen 25 mg/g de urea”

Pureza de mitomicina C* [%)]
Condiciones t=5h t=22h t=27h
TA; con exclusion de luz 99,6 99,1 98,6
5 °C; con exclusion de luz 99,8 99,5 99,5

" Determinacion por HPLC segln el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Incluso después de mas de un dia de almacenamiento a temperatura ambiente, la pureza de la solucion es
sorprendentemente elevada, lo que se refleja en la sorprendentemente elevada estabilidad del principio activo en
el disolvente.

Ejemplo 9 — Liofilizacién de soluciones de mitomici na C con un contenido de urea o de polietilenglicol (50
mg/g)

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de
agua. Las soluciones contenian, ademas de 3,33 mg/g de mitomicina C, también en cada caso o bien 50 mg/g de
urea o bien PEG 4000. Respectivamente 6 g de estas soluciones se envasaron en frasquitos pequefios y se
liofilizaron de la forma convencional. Las tortas de los liofilizados con urea y PEG 4000 fueron solidas y
perfectas.

10
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Los liofilizados se analizaron inmediatamente después de su preparacion (t = 0), asi como después de
almacenamiento de 1 mes (t = 1 mes) a 40 °C para determinar la pureza de la mitomicina C. Los resultados se
indican en la Tabla 15.

Tabla 15 "Estabilidad de liofilizados con urea y polietilenglicol”

t=0;
Coadyuvante Pureza de mitomicina* [%] Tiempo de reconstituciéon
Urea 99,65 <<30s
PEG 4000 99,34 <<30s
t =1 mes a 40 °C;
Coadyuvante Pureza de mitomicina* [%] Tiempo de reconstituciéon
Urea 99,89 <<30s
PEG 4000 96,19 <<30s
" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Los liofilizados producidos tenian incluso después de un almacenamiento a una temperatura aumentada de
40 °C una pureza de mitomicina C elevada, lo que se refleja en su muy buena estabilidad.

Ademas, los liofilizados pudieron reconstituirse completamente en un tiempo muy inferior a 30 s con solucién
isoténica de cloruro sédico.

Ejemplo 10 — Liofilizacion de soluciones de mitomic ina C con un contenido de urea (20 mg/g)

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol (TBA) y el 11% en
peso de agua. Las soluciones contenian, ademés de 1,33 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 20 mg/g
de urea. Respectivamente, 1,5 g de esta solucidén se envasaron en frasquitos pequefios y se liofilizaron de la
forma convencional. Las tortas de los liofilizados fueron sélidas y perfectas.

Los liofilizados se examinaron inmediatamente después de su preparacion (t=0) para determinar la pureza de
mitomicina C. Ademas, se determiné el tiempo de reconstitucion. La reconstitucion se realizd a una
concentracion final de 1 mg/g de mitomicina C con solucion isotonica de cloruro sédico. Los resultados se indican
en la Tabla 16.

Tabla 16 "Caracteristicas de liofilizados que contienen urea”

t=0;
Coadyuvante Pureza de mitomicina C* [%)] Tiempo de reconstituciéon
Urea 99,5 <<30s

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Los liofilizados producidos tenian una elevada pureza de mitomicina C, lo que se refleja en la muy buena
estabilidad del principio activo durante el proceso.

Ademas, los liofilizados pudieron reconstituirse completamente en un tiempo muy inferior a 30 s con solucién
isoténica de cloruro sédico.

Ejemplo 11 — Liofilizacion de soluciones de mitomic ina C con un contenido de urea (25 mg/g)

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol (TBA) y el 11% en
peso de agua. Las soluciones contenian, ademds de 1,67 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 25 mg/g
de urea. Respectivamente, 1,2 g de esta solucidén se envasaron en frasquitos pequefios y se liofilizaron de la
forma convencional. Las tortas de los liofilizados con urea fueron sélidas y perfectas.

Tabla 17 "Liofilizados gue contienen urea"

t=0;
Coadyuvante Pureza de mitomicina [%]* Tiempo de reconstitucién
Urea 99,5 <<30s

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

11



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 648367 T3

Los liofilizados producidos tenian una elevada pureza de mitomicina C, lo que se refleja en la muy buena
estabilidad del principio activo durante el proceso. Ademas, los liofilizados pudieron reconstituirse completamente
en un tiempo muy inferior a 30 s con solucion isotonica de cloruro sédico.

Ejemplo 12 — Mitimicina C en una mezcla de terc-but  anol-agua (95/5) con manitol (45 mg/qg)

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 95% en peso de terc-butanol (TBA) y el 5% en
peso de agua. Las soluciones contenian, ademés de 5 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 45 mg/g de
manitol. Respectivamente, 4,0 g de esta solucién se envasaron en frasquitos pequefios y se liofilizaron de la
forma convencional. Las tortas de los liofilizados fueron sélidas y perfectas.

Tabla 18 "Liofilizados gue contienen manitol”

t=0;
Coadyuvante Pureza de mitomicina [%]* Tiempo de reconstituciéon
Manitol 99,6 << 30s

" Determinacién por HPLC segn el procedimiento 2; la pureza se define como superficie del pico de
mitomicina con respecto a la superficie total de todos los picos en el cromatograma de HPLC

Los liofilizados producidos tenian una elevada pureza de mitomicina C, lo que se refleja en la muy buena
estabilidad del principio activo durante el proceso. Ademas, los liofilizados pudieron reconstituirse completamente
en un tiempo muy inferior a 30 s con solucion isotonica de cloruro sédico.

Ejemplo 13 — Estabilidad de liofilizados de mitomic  ina

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol (TBA) y el 11% en
peso de agua. Las soluciones contenian, ademés de 3,33 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 50 mg/g
de urea. Respectivamente, 6 [correspondientes a 20 mg de mitomicina C] o 12 g [correspondientes a 40 mg de
mitomicina C] de estas soluciones se envasaron en frasquitos y se liofilizaron de una forma convencional. Los
liofilizados obtenidos se examinaron en diferentes puntos temporales t=0, t=3 meses y t=6 meses a 25°C y el
60% de humedad relativa (h.r.) 0 40 °C y el 75% de humedad relativa.

La determinaciéon del contenido de mitomicina C se realizé segun el procedimiento 3 y la del contenido de
impurezas segun el procedimiento 4. La reconstitucion se realizé con 20 o respectivamente 40 ml de solucion
isotonica de cloruro sédico a una concentracion final de 1 mg/ml.

Tabla 19 "Estabilidad a 40 °C y el 75% de h.r. [20 mg de mitomicina C]"

t=0 t=3 meses t=6 meses
Tiempo de reconstituciéon 7s 12s 17 s
Contenido de mitomicina C [%]*| 97,8% 98,2% 98,3%
Impureza albomitomicina C** | 0,29% 0,20% 0,26%
Suma de todas las impurezas** | 0,29% 0,55% 0,61%
* Determinacion segun el procedimiento 3
** Determinacion segun el procedimiento 4

Tabla 20 "Estabilidad a 40 °C y el 75% de h.r. [40 mg de mitomicina C]"

t=0 t=3 meses t=6 meses
Tiempo de reconstituciéon 6s 20s 18s
Contenido de mitomicina C [%]*| 97,2% 96,6% 96,7%
Impureza albomitomicina C** | 0,32% 0,22% 0,21%
Suma de todas las impurezas** | 0,32 0,55 0,58
* Determinacion segun el procedimiento 3
** Determinacion segun el procedimiento 4

Los liofilizados producidos contenian incluso después de 6 meses de almacenamiento a temperatura aumentada
de 40 °C y una humedad del aire aumentada de 75% de h.r. solo cantidades muy reducidas de impurezas.
Ademas, los liofilizados pudieron reconstituirse completamente en un tiempo muy inferior a 30 s con solucién
isoténica de cloruro sédico.

12
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Ejemplo 14 — Concentracion final aumentada después de reconstitucion

Se prepararon soluciones de mitomicina C en una mezcla del 89% en peso de terc-butanol y el 11% en peso de
agua. Las soluciones contenian, ademas de 3,33 mg/g de mitomicina C, también en cada caso 50 mg/g de urea.

5 Respectivamente, 6 g [correspondiente a 20 mg de mitomicina C] de estas soluciones se envasaron en frasquitos
pequefios y se liofilizaron de la forma convencional. Los liofilizados obtenidos se reconstituyeron con 20 ml o 10
ml de agua para fines de inyeccion.

Concentrac_:lc_)n final Contenido de n:ltomlcma ¢ Descripcion de la solucion reconstituida
de mitomicina C [%]
1 mg/ml 100,6 Transparente, carente de particulas
visibles
2 mg/ml 100,6 Transparente, carente de particulas
visibles
* Determinacion segun el procedimiento 3

10 Las soluciones reconstituidas en agua para fines de inyeccion tenian un contenido elevado de mitomicina C. Las
soluciones eran transparentes y carecian de particulas visibles.

13
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacion de una composicion farmacéutica liofilizada que contiene mitomicina C, en el
que se liofiliza una soluciéon de mitomicina C, conteniendo la solucién una mezcla de terc-butanol y agua, que
contiene del 84 al 95% en peso de terc-butanol.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la solucién contiene mitomicina C en una concentracion de
0,1 a 500 mg/g, en particular de 0,5 a 10,0 mg/g, preferentemente de 0,8 a 6,0 mg/g, y de forma particularmente
preferida de 1,0 a 4,0 mg/g.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la solucion ademéas contiene por lo menos un
coadyuvante seleccionado de entre el grupo constituido por urea, polietilenglicol y manitol.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que la solucién contiene urea en una concentraciéon de 1 a 200
mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 3 o 4, en el que el polietilenglicol presenta un peso molecular promedio
(promedio en nimero) de 1000 a 8000 y preferentemente de 2000 a 8000.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 3 a 5, en el que la solucién contiene polietilenglicol en una
concentracion de 1 a 200 mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 3 a 6, en el que la solucion contiene manitol en una
concentracion de 1 a 200 mg/g, en particular de 5 a 100 mg/g y preferentemente de 10 a 60 mg/g.

8. Composicidon farmacéutica liofilizada que contiene mitomicina C, en la que la composicion es obtenible
mediante el procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Composicion segun la reivindicacién 8, que contiene por lo menos un coadyuvante seleccionado de entre el
grupo constituido por urea, polietilenglicol y manitol.

10. Composicion segun la reivindicacién 9, que contiene urea en una concentraciéon de 0,2 a 1, en particular de
0,5 a 0,99, preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g por gramo de
composicion.

11. Composicion segun la reivindicacion 9 o 10, que contiene polietilenglicol en una concentracion de 0,2 a 1, en
particular de 0,5 a 0,99, preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g por
gramo de composicion.

12. Composicion segun una de las reivindicaciones 9 a 11, que contiene manitol en una concentracién de 0,2 a 1,
en particular de 0,5 a 0,99, preferentemente de 0,8 a 0,95 y de forma particularmente preferida de 0,93 a 0,94 g
por gramo de composicion.

13. Solucion para liofilizacién que contiene mitomicina C, que contiene una mezcla de terc-butanol y agua, que
contiene del 84 al 95% en peso de terc-butanol.
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