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DESCRIPCION
Una formulacién estabilizada de pemetrexed

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una formulaciéon estabilizada de pemetrexed y, mas en particular, a una
formulacién estabilizada de pemetrexed que comprende acetilcisteina como antioxidante y una sal de citrato en
forma de tampon.

Antecedentes de la técnica

Los compuestos especificos conocidos por tener actividad antifolato se conocen bien como agentes
quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer. La patente US n.° 5.344.932 desvela procedimientos para
preparar ciertos derivados antifolato a base de pirrolo[2,3-d]pirimidina sustituida, incluyendo pemetrexed y la
publicacion de patente europea n.° 0434426 desvela una serie de derivados de acido 4-hidroxipirrolo[2,3-d]pirimidin-
L-glutamico.

Pemetrexed, una pirrolo[2,3-d]pirimidina 5-sustituida, es un antifolato multidirigido que exhibe afectos contra el
cancer contra diversos canceres, incluyendo cancer de pulmon de células no pequefias, inhibiendo la actividad de
metabolitos que estan implicados en el metabolismo del folato.

Se sabe que el pemetrexed ingresa en las células a través del vehiculo de folato reducido (RFC), que es un sistema
principal de transporte de folato, y luego es activado por la folilpoliglutamato sintetasa (FPGS) para formar derivados
de poliglutamato que se dirigen a la timidilato sintasa (TS) y la dihidrofolato reductasa (DHFR).

Actualmente, el pemetrexed se comercializa bajo el nombre comercial de Alimta y se usa como un agente para tratar
mesotelioma pleural maligno y cancer de pulmon de células no pequefias (ver Physicians' Desk Reference, 60" ed.,
pp. 1722-1728 (2006)). Alimta se vende en una formulacion liofiizada que debe ser reconstituida antes de
administrar. Especificamente, Alimta se vende en una formulacion en polvo liofilizada (100 mg o 500 mg) que
requiere ser reconstituida con solucion al 0,9 % de cloruro de sodio y, finalmente, con solucion al 0,9 % de cloruro de
sodio hasta una concentracion final de 0,25 mg/ml, antes de administrar a un paciente.

Las formulaciones en polvo liofilizadas son complicadas para preparar y los procedimientos para preparar estas
formulaciones son muy caros. Ademas, las formulaciones liofilizadas corren el riesgo de ser contaminadas con
microorganismos después de reconstituir, y los farmacéuticos, médicos, enfermeras y similares, que estan
implicados en la preparacion de medicinas que comprenden estas formulaciones, muy probablemente deban estar
expuestos a sustancias que destruyen las células. Asi, en el caso de agentes contra el cancer citotoxicos como
pemetrexed, se requiere desarrollar formulaciones liquidas listas para usar que se pueden almacenar durante un
periodo prolongado, mas que desarrollar formulaciones liofilizadas.

En muchos casos, el problema de las formulaciones liquidas es la inestabilidad durante el almacenamiento. Debido
a esta inestabilidad, se usan una gran cantidad de formulaciones inyectables en forma de formulaciones liofilizadas
que se disuelven inmediatamente antes de inyectar. Incluso en el caso de pemetrexed o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, que fue proporcionado recientemente en forma de formulaciones liofilizadas, la
preparacion como una formulacién en solucién acuosa causa problemas de impurezas desconocidas aumentadas
cuando se almacena a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo largo. Es decir, esta formulacion en
solucién acuosa sufre de un problema de estabilidad. Debido a este problema de estabilidad, el pemetrexed o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables se usa actualmente en forma de formulaciones liofilizadas en
aplicaciones clinicas.

Para superar las deficiencias antes mencionadas, se han propuesto algunas formulaciones. Por ejemplo, la patente
US n.° 6,686,365 (correspondiente a la publicacion de patente coreana n.° 2002-0081293) desvela una formulacion
liquida estable de pemetrexed, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de pemetrexed, una cantidad
efectiva de un antioxidante y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en la que el antioxidante esta seleccionado
del grupo que consiste en monotioglicerol, L-cisteina y acido tioglicdlico.

Sin embargo, con respecto al problema de la formulaciéon descrita en la patente anterior, se informé que, cuando la
formulacion se almacend a 25 °C durante un largo periodo de tiempo, se produjo una precipitacion, lo que sugiere
que la estabilidad a largo plazo de la formulacidon durante un periodo deseado no se puede garantizar (publicacion
de patente internacional PCT n.° WO 2012/015810). No se ha realizado experimental o comercialmente una
formulacién liquida de pemetrexed estable para un almacenamiento a largo plazo hasta ahora. De hecho, los
presentes inventores prepararon una formulacion liquida que contenia pemetrexed usando el antioxidante L-cisteina
antes mencionado y realizaron un ensayo de estabilidad para la formulacidon preparada, solo para observar varios
problemas, incluyendo un cambio de aspecto como decoloracién, un aumento de impurezas y una reduccion del pH,
después de 2 semanas en condiciones de ensayos de estrés. Ademas, los presentes inventores prepararon
formulaciones liquidas con contenido de pemetrexed usando aproximadamente 60 tipos de estabilizantes,
incluyendo acido ascorbico, tiosulfato de sodio, hidroxianisol butilado, galato de propilo, EDTA, L-metionina y
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acetilcisteina, pero estas formulaciones tenian todas insuficiente estabilidad.

Divulgacion de la invencién

Problema técnico

En este contexto, los presentes inventores realizaron extensos estudios para superar problema de la estabilidad de
las formulaciones liquidas de pemetrexed y, como resultado, hallaron que, cuando se usan juntos acetilcisteina
como un antioxidante y una sal de citrato en forma de tampoén, una formulacién de pemetrexed estable con alta
estabilidad y mantenida en un estado de solucién transparente sin precipitacion durante el almacenamiento, en
donde la formacién de impureza isomérica de pemetrexed e impurezas desconocidas se controlan o inhiben de
forma efectiva, completa asi la presente invencion.

Soluciéon del problema

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una formulacion estabilizada de pemetrexed.

Efectos ventajosos de la invenciéon

La presente invencion puede proporcionar una formulacién de pemetrexed que es facil de preparar de manera
comercial, se puede prevenir de contaminaciéon microbiana que es probable que tenga lugar durante liofilizacion y
reconstruccion y tiene mayor conveniencia y estabilidad. Ademas, la presente invenciéon puede proporcionar una
formulacioén estabilizada de pemetrexed que contiene acetilcisteina como antioxidante junto con citrato de sodio en
forma de tampoén y no presenta de este modo anormalidades en el aspecto, como decoloracion o precipitacion y
satisface los criterios de aceptacion, contrariamente a las formulaciones liquidas inyectables convencionales que
contienen pemetrexed.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra una comparacion del aspecto entre formulaciones liquidas inyectables convencionales que
contienen pemetrexed (Ejemplos comparativos 1, 12 y 14) y la formulaciéon liquida inyectable que contiene
pemetrexed de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo 11) después de un ensayo de estabilidad frente a estrés
de 4 semanas (60 °C y 80 %). Para comparar, también se muestra el aspecto del WFI (agua para inyeccion) en la
FIG. 1.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la presente invencién proporciona una formulacion de pemetrexed que comprende: pemetrexed o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables como un principio activo; N-acetil-L-cisteina; y una sal de citrato.

En la presente invencion, el pemetrexed o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, la N-acetil-L-cisteina y la
sal de citrato pueden estar presentes en una relacién de concentraciéon de 1-30 : 0,15-2,0 : 1,0-15,0.

Preferentemente, el pemetrexed o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, la N-acetil-L-cisteina y la sal de
citrato pueden estar presentes en una relacién de concentraciéon de 1-30: 1,5 : 1,0-15,0.

En la presente invencioén, la formulacién puede ser una formulacién liquida almacenable en un estado de solucioén.

En la presente invencion, la formulacion puede ser una formulacion liquida inyectable contenida en un recipiente
sellado de modo de estar listo para usar.

Sin embargo, el alcance de la presente invencién no esta limitado necesariamente a una formulacion liquida
inyectable e incluye otras formulaciones liquidas y formulaciones no liquidas, que se pueden preparar de acuerdo
con el sentido comun de los expertos en el arte o de acuerdo con procedimientos que se usan en general en el
campo técnico relacionado.

De ahora en mas en la presente, la presente invencién se describira en detalle.

En general, una gran variedad de antioxidantes se usan a los fines de estabilizar formulaciones, y sus ejemplos
especificos incluyen derivados de éster de acido parahidroxibenzoico, alcoholes, derivados fendlicos, timerosal,
anhidrido acético, carboxilato de sodio, sulfato de laurilo, antioxidantes, compuestos de sulfuro, sulfito, cistina,
cisteina, cisteamina, aminoacidos, acidos organicos tales como acido ascorbico, retinol, tocoferol, hidroxianisol
butilado, etc.

Ademas, la patente coreana con numero de registro 10-0774366 desvela N-acetilaminoacido como antioxidante para
paclitaxel y la publicacion de patente coreana n.° 10-2007-0028331 desvela monotioglicerol y acido
etilendiamintetraacético como antioxidantes para composiciones de diclofenac.

Los autores de la presente invencion realizaron ensayos con los antioxidantes descritos anteriormente en
formulaciones de pemetrexed inyectables, pero las dosis diarias de tales sustancias usadas comunmente estan
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limitadas cuando se usan como excipientes (antioxidantes), no como API, en particular en formulaciones inyectables.
Ademas, los antioxidantes solos no mejoraron la estabilidad de las formulaciones. Ademas, cuando se usan con
frecuencia acido ascorbico, acido lactico y similares en formulaciones inyectables convencionales, estas
formulaciones inyectables se decoloraron parcialmente y/o generaron precipitacion, indicando que estas
formulaciones son inestables al acido (Ejemplos experimentales 1y 2).

Sin embargo, los presentes inventores hallaron sorprendentemente que, cuando una composicion que comprende
pemetrexed o una de sus sales farmacéuticamente aceptables como un principio activo se usé junto con
acetilcisteina y citrato de sodio, el principio activo no se modificé sustancialmente durante un periodo de ensayo de 4
semanas en condiciones de ensayos de estrés (60 °C y 80 %) y no tuvo lugar decoloracion o precipitacién, indicando
que la composicion tiene estabilidad que satisface los criterios de aceptacion requeridos (Ejemplos experimentales 1
y 2). Acetilcisteina y citrato de sodio son sustancias que se usan en general y también son ventajosas en términos
comerciales debido a su bajo precio.

La formulacion de pemetrexed de la presente invencién comprende pemetrexed o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables como un principio activo. Dicho pemetrexed de acuerdo con la presente invencion
incluye un farmaco farmacéuticamente aceptable o un farmaco que se vuelve farmacolégicamente activo por un
procedimiento quimico in vivo o enzimatico. Especificamente, el pemetrexed que se usa en la presente invencion
puede ser el farmaco pemetrexed propiamente dicho o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Como se usa en la presente, el término “pemetrexed” se refiere a un compuesto denominado pirrolo[2,3-d]pirimidina
5-sustituida. Especificamente, el término se refiere a un antifolato multidirigido que esta representado por la
siguiente formula 1 y exhibe efectos contra el cancer contra diversos canceres, incluyendo cancer de pulmén de
células no pequeias y mesotelioma pleural maligno:

OH
0
Oge N ANH:
0
NH
HO N
i \ NH
0

El pemetrexed exhibe efectos contra el cancer contra diversos canceres, incluyendo cancer de pulmén de células no
pequefias y mesotelioma pleural maligno, al inhibir la actividad de metabolitos que estan implicados en el
metabolismo del folato.

Férmula 1

Tal como se usa en la presente, la expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal preparada de
acuerdo con un procedimiento convencional conocido en la técnica. Este procedimiento de preparacion es conocido
por los expertos en la técnica. Los ejemplos especificos de la sal farmacéuticamente aceptable incluyen, pero sin
limitacion, sales derivadas de acidos inorganicos farmacolégica o fisiolégicamente aceptables, acidos organicos y
bases tal como se describe mas abajo. Ejemplos de acidos apropiados incluyen acido clorhidrico, acido brémico,
acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido perclérico, acido fumarico, acido maleico, acido fosférico,
acido glicdlico, acido lactico, acido salicilico, acido succinico, acido toluen-p-sulfénico, acido tartarico, acido acético,
acido citrico, acido metansulfénico, acido férmico, acido benzoico, acido malénico, acido naftalen-2-sulfénico, acido
bencensulfénico, etc. Ejemplos de sales derivadas de bases apropiadas incluyen, pero sin limitacion, sales de
metales alcalinos tales como sodio y potasio, y sales de metales alcalinotérreos tales como magnesio.

Como se usa en la presente, el término “acetilcisteina” se refiere a un compuesto denominado N-acetil-L-cisteina
(NAC, CsHgNO3S, numero CAS 616-91-1), que se usa como antioxidante en la formulacién de pemetrexed de la
presente invencion. En la presente invencion, “acetilcisteina” y “N-acetil-L-cisteina” se usan indistintamente entre si.

La acetilcisteina como antioxidante se describe en la Farmacopea de los Estados Unidos (ver U. S. Pharmacopeia
35 - National Formulary 10, p 2069). La acetilcisteina es un precursor del aminoacido L-cisteina contenido en
alimentos. La cisteina se cambia facilmente en una sustancia insoluble por oxidacién, mientras que la acetilcisteina
es estable y no cambia facilmente, de tal manera que se administra por via oral o intravenosa.

Como se usa en la presente, la expresion “sal de citrato” se refiere a una sal de acido citrico y significa un
compuesto que se usa en forma de un tampén en la formulacion de pemetrexed de la presente invencién. La sal de
citrato puede ser citrato de sodio.
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De acuerdo con la presente invencién, una formulaciéon de pemetrexed que permite almacenar farmacéuticamente el
pemetrexed de una manera estable a una temperatura de 1 a 30 °C durante un periodo prolongado se puede
proporcionar usando acetilcisteina como un antioxidante junto con citrato de sodio en forma de un tampon.

En la formulacién de pemetrexed de la presente invencion, la relacion de concentracion de pemetrexed o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables : N-acetil-L-cisteina : sal de citrato es preferentemente de 1-30 : 0,15-2,0 : 1,0-
15.0, y, con mayor preferencia, 1-30 : 1,5 : 1,0-15,0. En la presente, cada una de las concentraciones se puede dar
en la unidad de mg/ml. Se puede ver que, en el caso de las formulaciones de pemetrexed que tienen relaciones de
concentracion fuera del intervalo de relacion de concentracion anterior, la generacion de impurezas se aumentoé mas
alla de los criterios de aceptacion con el paso del tiempo de almacenamiento (Ejemplo experimental 1).

En la presente invencién, la formulacion de pemetrexed puede comprender un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un agente de ajuste del pH.

En la presente invencion, la formulacién de pemetrexed puede ser preferentemente una formulacion liquida
almacenable en estado de solucién y con mayor preferencia, una formulacion liquida inyectable contenida en un
recipiente sellado de modo de estar lista para usar.

Cuando la formulacion de pemetrexed de la presente invencion es una formulacion liquida inyectable, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable es WFI (agua para inyeccion).

En la presente invencion, el pH de la formulacion de liquido inyectable de pemetrexed puede ser preferentemente de
aproximadamente 6,0-8,0 y, con mayor preferencia, de aproximadamente 7,2-7,8. El pH de soluciones se puede
ajustar usando acidos tales como acido clorhidrico o bases como hidroxido de sodio.

Mientras que es posible que la formulaciéon de pemetrexed de la presente invencién pueda no comprender ningun
aditivo distinto de acetilcisteina y sales de citrato, también puede comprender un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Ejemplos del excipiente farmacéuticamente aceptable incluyen aditivos conocidos tales como lactosa,
dextrosa, ciclodextrina y sus derivados, sacarosa, glicerol, carbonato de sodio. Los excipientes preferidos pueden
ser cloruro de sodio y manitol.

En un procedimiento de preparacion de la formulaciéon de la presente invencion, la purga con gas inerte como
nitrégeno o argon se lleva a cabo a fin de mantener condiciéon de bajo oxigeno, seguido de esterilizacion vy filtracion.

Ademas, la formulacién estabilizada de pemetrexed de la presente invencion se puede envasar en un recipiente
apropiado conocido en la técnica. Por ejemplo, el recipiente puede ser un vial de vidrio, una botella de vidrio, un
cartucho, una jeringa precargada, o similares. Preferentemente, el recipiente es un vial de vidrio.

La formulacion liquida inyectable de pemetrexed de acuerdo con la presente invencién se dispensa en un recipiente
previamente lavado y esterilizado y el recipiente se sella con un tapén de Teflon cuya superficie no es reactiva con la
formulacion liquida. De ser necesario, el espacio entre la formulacion liquida inyectable y el tapon se llena con gas
inerte. El tapdn se une usando una engarzadora y luego, de ser necesario, el vial llenado con la formulacion liquida
inyectable se calienta y se esteriliza.

Modo para la invencién

A continuacion, la presente invencion se describira con mayor detalle haciendo referencia a los ejemplos. Se ha de
entender, sin embargo, que estos ejemplos son solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
presente invencion.

Ejemplos 1 a 14: Preparacion de soluciones inyectables con contenido de pemetrexed que contienen
diferentes cantidades de acetilcisteina como antioxidante y citrato de sodio en forma de un tampén

2,5 g de D-manitol se disolvieron en 100 ml de WFI (agua para inyeccion) y luego se afiadieron secuencialmente
acetilcisteina y citrato de sodio en las concentraciones mostradas en la siguiente Tabla 1 y se disolvieron por
completo alli dentro. 2,5 g de pemetrexed se afadieron lentamente a las soluciones (3,0 g de pemetrexed se
afnadieron lentamente en el Ejemplo 14) y las soluciones se agitaron hasta volverse claras. A continuacion, las
soluciones se ajustaron hasta los pH mostrados en la Tabla 1 usando una solucién acuosa de acido clorhidrico o
hidréxido de sodio. Las soluciones se filtraron asépticamente a través de un filtro de membrana esterilizado de
0,22 um en el ambiente limpio. Las soluciones obtenidas se filtraron en recipientes sellables lavados/esterilizados
que previamente se purgaron con nitrégeno.

Los componentes y pH de las soluciones inyectables con contenido de pemetrexed obtenidas se muestran en la
siguiente Tabla 1.
Tabla 1
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[Tabla 1]
Concentraciéon Ccz;(;elnmtlr)ag‘ieén Concentracion

(mglml)aggvﬂ:’incipio Antioxidante antioxidante Tampoén |(mg/ml) de tampén  pH
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,15 Ciggé?ode 2,0 7.3
Ejer;pb 25 Acetilcisteina 0,3 Ciggé?ode 2,0 7,2
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,5 Ciggé?ode 1,0 7,2
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,5 Ciggé?ode 2,0 7,2
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,5 Ciggé?ode 3,0 7.3
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,5 Ciggé?ode 4,0 7.4
Flemplo 25 Acetilcisteina 0,5 Ciggé?ode 5,0 7.4
Flemplo 25 Acetilcisteina 1,0 Ciggé?ode 2,0 7.4
Ejergpb 25 Acetilcisteina 15 Ciggé?ode 1,0 7.5
Flemplo 25 Acetilcisteina 15 Ciggé?ode 2,0 7.5
Flemplo 25 Acetilcisteina 15 Ciggé?ode 5,0 7.5
Flemplo 25 Acetilcisteina 15 Ciggé?ode 15,0 7.5
Flemplo 25 Acetilcisteina 2,0 Ciggé?ode 5,0 7.4
Ejemplo 30 Acetilcisteina 15 Citrato de 5,0 7.4

14 sodio
Ejemplos 15 y 16: Preparacion de las soluciones inyectables que contienen pemetrexed que tienen

diferentes pH

2,5 g de D-manitol se disolvieron en 100 ml de WFI (agua para inyeccion) y luego se afiadieron secuencialmente
acetilcisteina y citrato de sodio en las concentraciones mostradas en la siguiente Tabla 2 y se disolvieron por
completo alli dentro. 2,5 g de pemetrexed se anadieron lentamente a las soluciones y las soluciones se agitaron
hasta volverse claras. A continuacion, las soluciones se ajustaron a los pH mostrados en la Tabla 2 usando una
solucién acuosa de acido clorhidrico o hidréxido de sodio. Las soluciones se filtraron asépticamente a través de un
fitro de membrana esterilizado de 0,22 ym en un ambiente limpio. Las soluciones obtenidas se llenaron en

recipientes sellables lavados/esterilizados que se purgaron previamente con nitrégeno.

Los componentes y los pH de las soluciones inyectables con contenido de pemetrexed se muestran en la siguiente

Tabla 2.
Tabla 2
[Tabla 2]
‘s Concentracion ‘s
Concentracion (M) de Concentracion
(mg/ml) de Antioxidante antioxidante Tampén | (mg/ml) de tampén| pH
principio activo
Ejemplo 25 Acetilcisteina 15 Citrato de 5,0 6.8
15 sodio
Ejemplo 25 Acetilcisteina 15 Citrato de 5,0 7.2
16 sodio

Ejemplos comparativos 1 a 8: Preparacion de soluciones inyectables que contienen pemetrexed usando

diversos tipos de antioxidantes

De acuerdo con los componentes y contenidos mostrados en la siguiente TABLA 3, se prepararon soluciones que
contienen pemetrexed de la misma manera que la descrita en el Ejemplo 1. En el Ejemplo comparativo 1, se prepard

una solucién sin un antioxidante y con el contenido de WFI (agua para inyeccion) solo como vehiculo.
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[Tabla 3]
Concentracion Concentracién (mg/ml) de
(mg/ml) de | Tipo de antioxidante antioxidante PH
principio activo
Ejemplo
comparativo 1 25 . ] e
corEi)ZTe‘l)tliSO ) 25 Acido ascérbico 0,3 6.5
corEi)ZTaptliSo 3 25 Tiosulfato de sodio 0,3 7,5
corEi)ZTe‘l)tliSO 4 25 Hidroxianisol butilado 0,3 9.9
corﬁi)zrpaptliSo 5 25 Galato de propilo 0,3 9.5
Ejemplo 25 EDTA 0,3 6,8
comparativo 6 : ’
corE:)ZTaptliSo 8 25 L-Metionina 0,3 7.4

Ejemplos comparativos 9 a 14: Preparacion de soluciones inyectables con contenido de pemetrexed que

contienen diferentes tipos de antioxidantes y con o sin contenido de tampén

De acuerdo con los componentes y contenidos mostrados en la siguiente Tabla 4, se prepararon soluciones que

contienen pemetrexed de la misma manera que la descrita en el Ejemplo 1.

Tabla 4

[Tabla 4]
Concentracion Tioo de Concentracion Concentracion
(mg/ml) de PO (mg/ml) de | Tampén (mg/ml) de pH
ST . antioxidante S A
principio activo antioxidante tampoén
Ejemplo o5 ) ) Citrato de 15 74
comparativo 9 sodio ' '
Ejemplo o5 ) ) Cltratq de 20 73
comparativo 10 sodio
Ejemplo 25 Acetilcisteina 0,5 - - 7,2
comparativo 11
Ejemplo 25 Acetilcisteina 15 ; - 7.5
comparativo 12
Ejemplo 25 L-cisteina 0,5 - - 7,5
comparativo 13
Ejemplo 25 L-cisteina 15 - - 7,5
comparativo 14

Ejemplos comparativos 15 a 17: Preparacion de soluciones inyectables

contienen diferentes tipos de tampones

De acuerdo con los componentes y contenidos mostrados en la siguiente Tabla 5, se prepararon soluciones que

contienen pemetrexed de la misma manera que la descrita en el Ejemplo 1.

con contenido de pemetrexed que

Tabla 5
[Tabla 5]
< < Concentracion
Concentracion . Concentracion
Tipo de . (mg/ml) de
(mg/ml) de A (mg/ml) de Tampoén 2 pH
A . antioxidante S tampoén
principio activo antioxidante
Ejemplo 25 Acetilcisteina 15 Acetato de 5,0 7.4
comparativo 15 sodio
Eiemplo Hidrégeno-
jemp 25 Acetilcisteina 1,5 fosfato de 5,0 75
comparativo 16 ;
sodio
Eiemplo Dihidrégeno-
jemp 25 Acetilcisteina 1,5 fosfato de 5,0 7,5
comparativo 17 .
potasio
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Ejemplos experimentales: ensayos de estabilidad

Las composiciones preparadas en los Ejemplos 1 a 16 y los Ejemplos comparativos 1 a 17 se ensayaron respecto
de su estabilidad en condiciones de ensayos de estrés (60°C y 80 %) durante 4 semanas. Entre estas
composiciones, las composiciones del Ejemplo 11 y los Ejemplos comparativos 1, 12 y 14 también se ensayaron
respecto de su estabilidad en condiciones aceleradas (40 °C y 70 %) durante 4 meses. La evaluaciéon de la
estabilidad se realizé midiendo los contenidos de pemetrexed y las impurezas en soluciones acuosas usando
cromatografia liquida de alto rendimiento en las condiciones mostradas en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6

[Tabla 6]
Columna C8, 150 x 4,6 mm, 3,5 um
Detector Espectrofotometro UV (250 nm)

Procedimiento de gradiente
. Fase movil A — tampdn de acido acético: acetonitrilo (97:3)
. Fase movil B — tampdn de acido acético: acetonitrilo (87,5:12,5)

Fase movil . Tampon de acido acético (0,03 mol/l, pH 5,5) — obtenido por adicion de 3,4 ml de
acido acético (100 %) a 2 | de agua, agitacion de la solucién y ajuste de la solucién
a un pH de 5,5 con 50 % de hidréxido de sodio
Caudal 1 ml/min
Temperatura de la 35 0C
columna

Tiempo de analisis | 55 min

Ejemplo experimental 1: realizacion de ensayos de estabilidad frente a estrés (60 °C/80 %, evaluacion de 4
semanas)

La realizacion de ensayos de estabilidad frente a estrés se realizd tal como se describié con anterioridad y los
resultados del ensayo se muestran en las siguientes Tablas 7 a 11.

Ademas, la FIG. 1 muestra una comparacion del aspecto entre la formulacion de liquido inyectable que contiene
pemetrexed de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo 11) y las formulaciones liquidas inyectables que
contienen pemetrexed en la técnica (Ejemplos comparativos 1, 12 y 14) durante el periodo de ensayo de estabilidad
de 4 semanas en condiciones rigurosas (60 °C y 80 %). Para comparacion, el aspecto del WFI (agua para inyeccion)
también se muestra en la FIG. 1.

Tabla 7
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Como puede verse de los resultados en la Tabla 7, las formulaciones que contienen 1,5 mg/ml de acetilcisteina
como un antioxidante junto con 1-15 mg/ml de citrato de sodio en forma de un tampén mostraron contenido de
impurezas individual del 0,2 % o menos y un contenido de impurezas total del 1,0 % o menos durante las
condiciones de ensayo de estrés de cuatro semanas en condiciones rigurosas, que indican que estas formulaciones
tienen excelente estabilidad (Ejemplos 9 a 12).

Ademas, las formulaciones que contienen 1,0-1,5 mg/ml de acetilcisteina y 2,0 mg/ml de citrato de sodio en forma de
tampoén mostraron contenido de impurezas individual de 0,2 % o menos y un contenido de impurezas total de 1,0 %
o0 menos, indicando que estas formulaciones tienen excelente estabilidad (Ejemplos 8 y 10). Sin embargo, se
observo que, cuando la concentracion de acetilcisteina era inferior a 1,0-1,5 mg/ml, tenia lugar un cambio en el
aspecto (decoloracion) aunque el contenido de impurezas satisfacia los criterios de aceptacion (Ejemplos 1 a 2).

Ademas, cuando la concentracion de acetilcisteina era de 2,0 mg/ml y la concentracion de citrato de sodio era de 5,0
mg/ml, el contenido de impurezas satisfacia los criterios de aceptacion, pero se produjo un cambio en el aspecto
(decoloracion) (Ejemplo 13).

Mas aun, cuando la concentracion de acetilcisteina era de 0,5 mg/ml y la concentracién de citrato de sodio era de
1,0-5,0 mg/ml, el contenido de impurezas satisfacia los criterios de aceptacion, pero se produjo un cambio en el
aspecto (decoloracion) (Ejemplos 3 a 7).

Tabla 8

13
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Como puede verse de los resultados en la Tabla 8 anterior, las formulaciones con contenido de acetilcisteina como
antioxidante junto con citrato de sodio en forma de tampdn mostraron contenido de impurezas individual del 0,2 % o
menos y un contenido de impurezas total del 1,0 % o menos durante el periodo de ensayo de estabilidad de 4
semanas en condiciones de estrés a pesar de los cambios en el pH, indicando que estas formulaciones tienen
excelente estabilidad.

Tabla 9
[Tabla 9]
Ccz;celnmtlr)ag;on Tipo de Concentracion (mg/ml) H Impureza (%)
\mgir . antioxidante de antioxidante P Individual/total
principio activo
Inicial 0,01/0,1
Ejemplo 2
compa- 25 - _ 75 semanas 0,33/0,8
tivo 1
o 4 0,66/2,1
semanas
Inicial 0,63/0,7
i 2
Ejemplo 0,6/1,0
compa- 25 Acido ascorbico 0,3 6,5 |omanas
rativo 2 4 N.A.
semanas (aspecto
insatisfecho)
Inicial 0,04/0,2
Ejemplo . 2
compa- 25 Tlossucl)fjlits de 0,3 7.5 semanas 0,24/0,6
tivo 3
e 4 0,72/1,7
semanas
Inicial 0,1/0,3
2
Ejemplo Hidroxianisol semanas| 04913
compa- 25 butilado 0,3 9,9 NA.
rativo 4 4 (aspecto
semanas| insatisfecho)
Inicial 0,11/0,4
2
Ejemplo 1,03/2,7
compa- 25 Galato de propilo 0,3 95 [S€manas
rativo 5 4 N.A.
semanas (aspecto
insatisfecho)
Inicial 0,53/2,7
j 2
Ejemplo 1,23/3,0
compa- 25 EDTA 0,3 6,5 semanas
rativo 6 4 N.A.
semanas (aspecto
insatisfecho)
Inicial 0,05/0,2
Ejemplo 2
compa- 25 L-cisteina 0,3 75 |semanas 0,38/1,0
tivo 7
o 4 0.71/1,8
semanas
Inicial 0,05/0,2
Ejemplo 2
compa- 25 L-metionina 0,3 74 |semanas 0,35/0,9
tivo 8
o 4 0,511,3
semanas

Como puede verse de los resultados en la Tabla 9 anteriores, en las formulaciones que contienen los antioxidantes
que se usan en general en la técnica, el cambio en el aspecto (precipitacion o decoloracion) se produjo durante el
periodo de ensayo de la estabilidad en condiciones de estrés o el contenido de impureza individual aumenté a mas
del 0,2 % y el contenido de impureza total aumenté a mas del 1,0 %. Esto muestra que las soluciones inyectables
que contienen pemetrexed con contenido de antioxidantes que se usan en general en la técnica no proporcionan
suficiente estabilidad en términos de impurezas o un cambio en el aspecto.

15
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Tabla 10
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Como puede verse de los resultados en la Tabla 10 anterior, cuando la formulacién contenia acetilcisteina como
antioxidante junto con citrato de sodio en forma de tampodn, preferentemente cuando la concentracion de
acetilcisteina era de 1,5 mg/ml y la concentraciéon de citrato de sodio era de 5,0 mg/ml, la formulacién mostraba
contenido de impurezas individual del 0,2 % o menos y un contenido de impurezas total del 1,0 % o menos durante
el periodo de ensayo de estabilidad de 4 semanas en condiciones de estrés, indicando que esta formulacion tiene
excelente estabilidad (Ejemplo 11).

Sin embargo, en el caso en que la solucidon de formulacion contuviera solo citrato de sodio en forma de tampon, se
podia observar claramente que el color de la solucidn comenzaba a cambiar a amarillo intenso después de 2
semanas en condiciones de estrés (Ejemplos comparativos 9 y 10). Ademas, en el caso en que la formulaciéon
contuviera L-cisteina o acetilcisteina como antioxidante, se observd claramente que el color de la solucién
comenzaba a cambiar a amarillo palido después de 2 semanas en condiciones de estrés y que el pH se reducia
significativamente durante el periodo de ensayo de 4 semanas en condiciones de estrés (Ejemplos comparativos 11
y 12 a 14). En otras palabras, se vio que el uso combinado de acetilcisteina y citrato de sodio mejoraba
significativamente la estabilidad de impurezas, a diferencia del uso de acetilcisteina o citrato de sodio solos.

Ademas, se mostrd que, en las soluciones de formulacion de los Ejemplos comparativos 13 y 14, que contienen solo
L-cisteina, se empezaba a producir un olor anormal como a huevo podrido después de 2 semanas en condiciones
rigurosas, pero en la formulacion de la presente invencion, este olor anormal no se producia.

Tabla 11

18
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Como puede verse de los resultados en la Tabla 11 anteriores, las estabilidades de las formulaciones que contenian
acetilcisteina como antioxidante y diversos tampones que se usan en general se compararon y se encontré que,
cuando se usaron tampones distintos de citrato de sodio, se producia el cambio en el aspecto (decoloracién) en la
etapa inicial o el contenido de impurezas individual aumenté a mas del 0,2 % y el contenido de impurezas total
aument6 a mas del 1,0 %.

Asi, se confirmé que solo la solucion inyectable con contenido de pemetrexed que contenia acetilcisteina como
antioxidante junto con citrato de sodio en forma de tampdn mostraba la mejor estabilidad.

Ejemplo experimental 2: ensayo de estabilidad acelerada (40 °C/70 %, evaluacién de 4 meses)

Se realiz6 ensayo de estabilidad acelerada tal como se describié con anterioridad y los resultados del ensayo se
muestran en la siguiente Tabla 12.
Tabla 12

20
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Como puede verse de los resultados en la Tabla 12 anterior, en la formulacion del Ejemplo comparativo 1, que se
preparé usando solo WFI (agua para inyecciéon) como un vehiculo sin adicion de un antioxidante, el aspecto de la
solucién cambié a amarillo después de 2 meses en condiciones aceleradas y la solucion mostré un contenido de
impurezas individual del 0,2 % o mas y un contenido de impurezas total del 1 % a los 4 meses, lo que indica que la
formulacién tiene una estabilidad insuficiente. Mientras tanto, en la formulacion del Ejemplo 11 que contenia
acetilcisteina como antioxidante junto con citrato de sodio en forma de tampén, mostréd contenido de impurezas
individual del 0,2 % o menos y un contenido de impurezas total del 1,0 % o menos durante el periodo de ensayo de
6 meses en condiciones aceleradas, lo que indica que la formulacion tiene excelente estabilidad.

En cambio, se encontré que, en la formulaciéon solo con contenido de acetilcisteina como antioxidante, el color de la
solucién cambié a amarillo después de 4 meses en condiciones aceleradas y el contenido de impurezas individual
era mayor al 0,2 %, indicando que la formulacion tiene estabilidad insuficiente (Ejemplo comparativo 12).

Ademas, en el caso de la formulacion del Ejemplo comparativo 14, que contiene solo L-cisteina, los contenidos de
impurezas satisfacian los criterios de aceptacion y se produjo un olor anormal como a huevo podrido, como en los
resultados del ensayo de estabilidad frente a estrés. Sin embargo, este olor anormal no se produjo en la formulacion
de la presente invencion, es decir, en la formulacion del Ejemplo 11.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de pemetrexed que comprende: pemetrexed o una de sus sales farmacéuticamente aceptables
como principio activo; N-acetil-L-cisteina; y una sal de citrato.

2. La formulacién de pemetrexed de la reivindicacion 1, en la que la relacién de concentraciones de pemetrexed o de
una de sus sales farmacéuticamente aceptables : la N-acetil-L-cisteina : la sal de citrato es de 1-30: 0,15-2,0 : 1,0-
15,0.

3. La formulacion de pemetrexed de la reivindicacion 2, en la que la relacion de concentraciones de pemetrexed o de
una de sus sales farmacéuticamente aceptables : la N-acetil-L-cisteina : la sal de citrato es de 1-30: 1,5: 1,0-15,0.

4. La formulacién de pemetrexed de la reivindicacion 1, en la que la sal de citrato es citrato de sodio.

5. La formulaciéon de pemetrexed de la reivindicaciéon 1, en la que la formulacidon es una formulaciéon liquida
almacenable en un estado de solucién.

6. La formulacion de pemetrexed de la reivindicacién 1, en la que la formulaciéon es una formulacién liquida
inyectable contenida en un recipiente sellado de modo que esta lista para su uso.
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