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DESCRIPCION
Liposomas termosensibles novedosos que contienen agentes terapéuticos
ANTECEDENTES

Los liposomas se han usado para entregar una amplia variedad de agentes terapéuticos. Por ejemplo, agentes
antitumorales tales como actinomicina (patente de Estados Unidos n.° 3.993.754), antraciclinas (patente de Estados
Unidos n.° 4.863.739) y alcaloides de la vinca (patente de Estados Unidos n.° 4.952.408) se han encapsulado en
liposomas. Mas recientemente, se han preparado liposomas termosensibles que contienen agentes activos y se han
usado para entregar el agente activo a dianas especificas en un sujeto (patentes de Estados Unidos n.° 6.200.598 y
6.726.925, y Yatvin y col., Science 204:188 (1979). En uso, los liposomas termosensibles se entregan a un sujeto y
se calienta un area diana del sujeto. Cuando el liposoma termosensible alcanza el area calentada, experimenta una
transicién de fase gel a liquida y libera el agente activo. El éxito de esta técnica requiere un liposoma con una
temperatura de transicién de fase gel a liquida comprendida en el intervalo de temperaturas alcanzables en el sujeto.

Sigue habiendo una necesidad en la técnica de liposomas formulados para encapsular un agente terapéutico tal
como un agente antitumoral que pueda experimentar una transicion de fase gel a liquida a una temperatura
alcanzable en un sujeto. Esta necesidad y otras son satisfechas por la presente invencion.

RESUMEN

La presente invencién proporciona un liposoma termosensible como el presente en la reivindicacion 1. Los
liposomas termosensibles de la descripcién comprenden al menos una fosfatidilcolina, al menos un fosfatidilglicerol y
al menos un lisolipido. Los liposomas termosensibles de la descripcion tienen una temperatura de transicion de fase
gel a liquida de 39,0 °C a 45 °C. Los liposomas termosensibles de la descripcion comprenden un fosfolipido
PEGilado. Un liposoma termosensible segin la descripcion también comprende uno o mas agentes activos, por
ejemplo, agentes terapéuticos, agentes para el diagndstico por imadgenes y combinaciones de los mismos.

La fosfatidilcolina es dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), el fosfatidilglicerol es diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), el
lisolipido es monoestearoilfosfatidilcolina  (MSPC) y el liposoma  termosensible comprende
diestearoilfosfatidiletanolamina modificada con PEG-2000 (DSPE-PEG2000). Los liposomas termosensibles de la
descripcién pueden comprender una fosfatidilcolina, un fosfatidilglicerol, un lisolipido y un fosfolipido PEGilado en
cualquier proporcién siempre y cuando la temperatura de transicion de fase gel a liquida esté en el intervalo de 39 °C
a 45 °C. Los liposomas de la descripcion comprenden las siguientes proporciones en peso de ingredientes en los
intervalos siguientes, una fosfatidilcolina 60-80:un fosfatidilglicerol 6-12:un lisolipido 6-12:un fosfolipido PEGilado 4-
15:un ingrediente activo 1-30. El liposoma termosensible de la descripcion comprende una proporciéon en peso de
DPPC 60-80:DSPG 6-12:MSPC 6-12:DSPE-PEG2000 4-15:ingrediente activo 1-30.

Los liposomas termosensibles de la descripcién comprenden uno 0 mas agentes activos. Se puede usar cualquier
agente activo conocido por los expertos en la materia en combinacién con los liposomas termosensibles de la
descripcién para entregar el agente activo a un sitio seleccionado en un sujeto. Como se usa en el presente
documento, un sujeto es cualquier mamifero, en particular, humanos, gatos o perros. En una realizacion, los
liposomas termosensibles de la descripcion comprenden uno o mas agentes anticancerigenos. Los ejemplos de
agentes anticancerigenos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos
antitumorales, antibiéticos de antraciclina, alcaloides vegetales, derivados del taxol, inhibidores de topoisomerasas,
anticuerpos monoclonales, fotosensibilizadores, inhibidores de quinasas y compuestos que contienen platino. En
una realizacion concreta, los liposomas termosensibles de la descripcién pueden comprender un antibiético de
antraciclina, por ejemplo, docetaxel. En otra realizacién concreta, los liposomas termosensibles de la descripcién
pueden comprender un compuesto de platino tal como carboplatino.

La presente descripcion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden liposomas
termosensibles de la descripcion que comprenden un agente activo. En tales composiciones farmacéuticas, los
liposomas termosensibles de la descripcién comprenden al menos una fosfatidilcolina, al menos un fosfatidilglicerol,
al menos un lisolipido y tienen una temperatura de transicion de fase gel a liquida de 39,0 °C a 45 °C. Los liposomas
termosensibles para uso en composiciones farmacéuticas de la descripcion comprenden ademas un fosfolipido
PEGilado.

En el liposoma termosensible para uso en las composiciones farmacéuticas de la descripcion, la fosfatidilcolina es
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), el fosfatidilglicerol es diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), el lisolipido es
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monoestearoilfosfatidilcolina (MSPC) y el liposoma termosensible comprende un fosfolipido PEGilado,
concretamente diestearoilfosfatidiletanolamina modificada con PEG-2000 (DSPE-PEG2000). Tales liposomas
termosensibles comprenden las siguientes proporciones en peso de ingredientes en los intervalos siguientes: DPPC
60-80:DSPG 6-12:MSPC 6-12:DSPE-PEG2000 4-15:ingrediente activo 1-30.

Se puede incluir cualquier agente activo en las composiciones farmacéuticas de la descripcidn, por ejemplo, agentes
terapéuticos y/o agentes para el diagndstico por imagenes. En una realizaciéon de la descripcion, un agente activo
puede ser un agente anticancerigeno. Los ejemplos de agentes anticancerigenos adecuados incluyen, pero no se
limitan a, agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales, antibiéticos de antraciclina, alcaloides
vegetales, derivados del taxol, inhibidores de topoisomerasas, anticuerpos monoclonales, fotosensibilizadores,
inhibidores de quinasas y compuestos que contienen platino. En una concreta, los liposomas termosensibles de la
descripcién pueden comprender un antibiético de antraciclina, por ejemplo, docetaxel. En otra realizacién concreta,
los liposomas termosensibles de la descripcion pueden comprender un compuesto que contiene platino, por ejemplo,
carboplatino.

Los liposomas termosensibles de la invencién son para uso en procedimientos de tratamiento de una enfermedad en
un sujeto. Tales liposomas termosensibles habitualmente comprenderan uno o mas agentes activos que puedan
usarse para tratar la enfermedad. Un procedimiento de tratar una enfermedad en un sujeto con necesidad del mismo
segun la descripcion puede comprender administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicién farmacéutica que comprende un liposoma sensible a la temperatura que comprende un agente activo,
donde el liposoma comprende al menos una fosfatidilcolina, al menos un fosfatidilglicerol, al menos un lisolipido y
tiene una temperatura de transicion de fase gel a liquida de 39,0 °C a 45 °C. A continuacion, la parte del sujeto que
comprende algo de, o todo, el tejido enfermo se calienta a una temperatura suficiente para provocar la transicion gel-
liqguido del liposoma, liberando de este modo el agente activo en estrecha proximidad al tejido enfermo. Los
liposomas termosensibles para uso en los procedimientos de la descripcion también comprenden un fosfolipido
PEGilado, concretamente DSPE-PEG2000.

En los liposomas termosensibles para uso en los procedimientos de la descripcion, la fosfatidilcolina es
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), el fosfatidilglicerol es diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) y el lisolipido es
monoestearoilfosfatidilcolina (MSPC). Tales liposomas termosensibles para uso en los procedimientos de la
descripcién comprenden una fosfatidilcolina, un fosfatidilglicerol, un lisolipido y un fosfolipido PEGilado en cualquier
proporcion siempre y cuando la temperatura de transicion de fase gel a liquida esté en el intervalo de 39 °C a 45 °C.
Los liposomas para uso en los procedimientos de tratamiento de la descripcién comprenden una proporcion en peso
de DPPC 60-80:DSPG 6-12:MSPC 6-12:DSPE-PEG2000 4-15:ingrediente activo 1-30.

En una realizacion, la presente descripcién comprende una composicion farmacéutica para uso en un procedimiento
de tratamiento de cancer en un sujeto con necesidad del mismo que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién farmacéutica que comprende un liposoma sensible a la temperatura
gque comprende un agente anticancerigeno, donde el liposoma comprende al menos una fosfatidilcolina, al menos un
fosfatidilglicerol, al menos un lisolipido y tiene una temperatura de transicion de fase gel a liquida de 39,0 °C a 45 °C.
Los ejemplos de agentes anticancerigenos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes,
antimetabolitos, antibiéticos antitumorales, antibiéticos de antraciclina, alcaloides vegetales, derivados del taxol,
inhibidores de topoisomerasas, anticuerpos monoclonales, fotosensibilizadores, inhibidores de quinasas y
compuestos que contienen platino. En una realizaciéon de la descripcion, el agente anticancerigeno puede ser un
antibiético de antraciclina, por ejemplo docetaxel. En otra realizacion concreta, los liposomas termosensibles de la
descripcién pueden comprender un compuesto que contiene platino, por ejemplo, carboplatino.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una traza de calorimetria diferencial de barrido (DSC) que muestra la transicion de fase gel-liquida de
un liposoma termosensible ejemplar de la descripcion.

La Figura 2 es un gréafico del tamafio de particula en funcién de la cantidad de crioprotector en la preparacion de
liposoma liofilizada.

La Figura 3 es un gréfico del tamafio de particula tras la rehidratacién de liposomas liofilizados de la descripcién en
funcién del contenido de agua de los liposomas a diferentes velocidades de congelacion.

La Figura 4A es un esquema del protocolo usado para ensayar los efectos del reposo sobre el tamafio de particula
de liposomas de la descripcion rehidratados. La Figura 4B es un grafico que muestra la distribucion del tamafio de
particula de liposomas de la descripcion rehidratados a lo largo de un periodo de tiempo de una hora.

La Figura 5 es un gréfico lineal de la distribucion del tamafio de particula de liposomas de carboplatino
termosensibles.
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La Figura 6 es un grafico de barras de la distribucion del tamafio de particula de liposomas de carboplatino
termosensibles.

La Figura 7 es un grafico lineal del perfil de liberacion de farmaco a 37 °C (diamantes huecos) y 42 °C (diamantes
macizos) en funcién del tiempo.

La Figura 8 es un grafico de barras que muestra la liberacién de carboplatino a diversas temperaturas a los 5
minutos (azul) y los 10 minutos (magenta).

DESCRIPCION DETALLADA
La invencion es como se define en las reivindicaciones.

Los liposomas termosensibles de la descripcion habitualmente comprenden una o mas fosfatidilcolinas. Los
ejemplos adecuados de fosfatidilcolinas que se pueden usar en la puesta en préactica de la descripcion incluyen, pero
no se limitan a,l1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC) y 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC).

Los liposomas termosensibles de la descripcion habitualmente comprenden uno o mas fosfatidilgliceroles. Los
ejemplos adecuados de fosfatidilgliceroles incluyen, pero no se limitan a, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
(DMPG), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DPPG), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DSPG) y 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG).

Los liposomas termosensibles de la descripcion habitualmente comprenden uno o mas lisolipidos. Como se usa en
el presente documento, «lisolipido» se refiere a cualquier derivado del &cido fosfatidico (1,2-diacil-sn-glicerol-3-
fosfato) que contiene solo una cadena acilo unida covalentemente al resto glicerol. Los derivados del &cido
fosfatidico incluyen, pero no se limitan a, fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina. Cualquier lisolipido
conocido por los expertos en la materia se puede usar en la puesta en practica de la descripcion.

Los liposomas termosensibles de la descripcién habitualmente comprenden uno o mas fosfolipidos PEGilados. Los
ejemplos adecuados de fosfolipidos PEGilados incluyen, pero no se limitan a, 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-350] (mPEG 350 PE), 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenglicol)-550] (MPEG 550 PE), 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-750]
(mPEG 750 PE), 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-1000] (mPEG 1000 PE), 1,2-
diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (mMPEG 2000 PE), 1,2-diacil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-3000] (mPEG 3000 PE), 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenglicol)-5000] (MPEG 5000 PE), diestearoilfosfatidiletanolamina modificada con PEG-2000 (DSPE-
PEG2000) y diestearoilfosfatidiletanolamina modificada con PEG-5000 (DSPE-PEG5000).

Agentes activos

Los liposomas termosensibles de la descripcion se formulan para que comprendan uno o mas agentes activos.
Como se usa en el presente documento, «agente activo» incluye cualquier compuesto que se desea entregar a un
sitio especifico en un sujeto. En la puesta en practica de la descripcién se puede usar cualquier agente activo.

Se pueden usar agentes anticancerigenos como agentes activos en los liposomas termosensibles de la descripcién.
Los ejemplos adecuados de agentes anticancerigenos incluyen:

agentes alquilantes, por ejemplo, mostazas nitrogenadas (p. €j., clorambucilo, clormetina, ciclofosfamida, Ifosfamida,
melfalan, nitrosoureas (p. €j., carmustina, fotemustina, lomustina, estreptozocina), compuestos que contienen platino
(p. e€j., carboplatino, cisplatino, oxaliplatino, BBR3464), busulfan, dacarbazina, mecloretamina, procarbazina,
temozolomida, tiotepa y uramustina;

antimetabolitos que se dirigen a, por ejemplo, el acido félico (p. ej., aminopterina, metotrexato, pemetrexed,
raltitrexed), el metabolismo de la purina (p. €j., cladribina, clofarabina, fludarabina, mercaptopurina, pentostatina,
tioguanina), el metabolismo de la pirimidina (p. €j., capecitabina, citarabina, fluorouracilo, floxuridina, gemcitabina);

alcaloides vegetales antimitéticos, por ejemplo, taxanos (p. €j., docetaxel, paclitaxel) y alcaloides de la vinca (p. €j.,
vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina);

antibiéticos citotdxicos/antitumorales, por ejemplo, antibiéticos de antraciclina (p. ej., daunorubicina, doxorubicina,
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epirubicina, idarubicina, mitoxantrona, valrubicina, carinomicina, nacetiladriamicina, rubidazona, 5-imidodaunomicina,
N30 acetildaunomicina y epirubicina), bleomicina, hidroxiurea, mitomicina y actinomicina,;

inhibidores de topoisomerasas, por ejemplo, camptotecinas (p. €j., camptotecina, topotecan, irinotecan), podofilinas
(p. €j., etopdsido, tenipésido);

anticuerpos monoclonales, por ejemplo, alemtuzumab, bevacizumab, cetuximab, gemtuzumab, panitumumab,
rituximab, tositumomab y trastuzumab;

fotosensibilizadores, por ejemplo, acido aminolevulinico, aminolevulinato de metilo, porfimero sédico y verteporfina;
inhibidores de quinasa, por ejemplo, dasatinib, erlotinib, gefitinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, sorafenib, sunitinib y
vandetanib;

enzimas, por ejemplo, asparaginasa, pegaspargasa e inhibidores de enzimas, por ejemplo, hidroxiurea;
inductores de la apoptosis, por ejemplo, triéxido arsénico, velcade y genasense;
modificadores de la respuesta bioldgica, por ejemplo, denileukin diftitox;

antihormonas, por ejemplo, acetato de goserelina, acetato de leuprolida, pamoato de triptorelina, acetato de
megestrol, tamoxifeno, toremifeno, fulvestrant, testolactona, anastrozol, exemestano y letrozol; y

retinoides, por ejemplo, acido 9-cis-retinoico y acido transretinoico.

En formas de realizacion adicionales, los liposomas termosensibles de la descripcion pueden comprender mas de un
agente antineoplasico, o se puede usar mas de un liposoma termosensible en los procedimientos de la descripcion,
cada uno de los cuales comprende diferentes agentes activos, por ejemplo, diferentes agentes anticancerigenos.

Los agentes activos adicionales que se pueden usar en la puesta en practica de la presente descripcion incluyen,
pero no se limitan a, antibidticos, antifungicos, agentes antiinflamatorios, agentes inmunosupresores, agentes
antiinfecciosos, antivirales, antihelminticos y compuestos antiparasitarios.

El liposoma termosensible de la descripcién que comprende un agente activo puede comprender los lipidos y el
agente activo en cualquier proporcion siempre y cuando el liposoma permanezca térmicamente sensible y pueda
liberar el agente activo a una temperatura adecuada, concretamente entre 39 °C y 45 °C. Los intervalos de
proporciones en peso adecuadas de una fosfatidilcolina:un fosfatidilglicerol:un fosfolipido PEGilado:un ingrediente
activo son 60-80:6-12:6-12:4-15: 1-10. Los ejemplos de proporciones en peso adecuadas de una fosfatidilcolina:un
fosfatidilglicerol:un fosfolipido PEGilado:un ingrediente activo incluyen, pero no se limitan a, 70:8:8:8:4, 71:8:8:8:4,
72:8:8:8:4, 73:8:8:8:4, 74:8:8:8:4, 75:8:8:8:4, 70:8:8:6:4, 71:8:8:6:4, 72:8:8:6:4, 73:8:8:6:4, 74:8:8:6:4, 75:8:8:6:4,
70:8:8:4:4, 71:8:8:4:4, 72:8:8:4:4, 73:8:8:4:4, 74:8:8:4:4, 75:8:8:4:4, 70:9:9:8:4, 71:9:9:8:4, 72:9:9:8:4, 73:9:9:8:4,
74:9:9:8:4, 75:9:9:8:4, 70:9:9:6:4, 71:9:9:6:4, 72:9:9:6:4, 73:9:9:6:4, 74:9:9:6:4, 75:9:9:6:4, 70:9:9:4:4, 71:9:9:4:4,
72:9:9:4:4,73:9:9:4:4, 74:9:9:4:4 y 75:9:9:4:4.

Procedimientos de uso

Los liposomas termosensibles de la descripcion se pueden administrar a un sujeto usando cualquier via adecuada,
por ejemplo, administracion intravenosa, administraciéon intraarterial, administracién intramuscular, administracion
peritoneal, pulverizador nasal, inhalacion pulmonar, asi como otras adecuadas. Los tejidos que se pueden tratar
usando los procedimientos de la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, nasal, pulmonar, hepatico,
renal, 6seo, tejido blando, musculo, tejido adrenal y mama. Los tejidos que se pueden tratar incluyen tanto tejido
canceroso, o tejido enfermo o comprometido, asi como tejido sano, si se desea. Cualquier tejido de fluido corporal
gue se pueda calentar a una temperatura superior a 39,5 °C puede ser tratado con los liposomas de la descripcion.

La dosis de agente activo administrada al sujeto usando los liposomas termosensibles de la descripcién es
facilmente determinada por los expertos en la materia y se administra adecuadamente intravenosamente a lo largo
de un periodo de tiempo prolongado, por ejemplo, a lo largo de aproximadamente 15 minutos a varias horas, por
ejemplo, 2, 3, 4, 6 0 méas horas. Como se usa en el presente documento, «aproximadamente» indica una variabilidad
del 10 % cuando se usa para modificar un valor numérico.

La dosis de agente activo se puede ajustar, como se sabe en la técnica, dependiendo del agente activo comprendido
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en el vehiculo.

El tejido diana del sujeto se puede calentar antes y/o durante y/o después de la administracion de los liposomas
termosensibles de la descripcion. En una realizacion de la descripcion, el tejido diana se calienta primero (por
ejemplo durante de 10 a 30 minutos) y los liposomas de la descripcion son entregados al sujeto tan pronto como es
posible tras el calentamiento. En otra realizacion, los liposomas termosensibles de la descripcion son entregados al
sujeto y el tejido diana se calienta tan pronto como es posible tras la administracién.

Se puede usar cualquier medio de calentamiento del tejido diana adecuado, por ejemplo, aplicacion de radiacién de
radiofrecuencia, aplicacion de ultrasonido, que puede ser ultrasonido focalizado de alta intensidad, aplicacion de
radiacion de microondas, cualquier fuente que genere radiacion infrarroja tal como un bafio de agua caliente, luz, asi
como radiacion aplicada externamente o internamente tal como la generada por radioisétopos, campos eléctricos y
magnéticos y/o combinaciones de los anteriores.

Resultard facilmente evidente a un experto ordinario en la materia relevante que se pueden hacer otras
modificaciones y adaptaciones adecuadas a los procedimientos y las aplicaciones descritas en el presente
documento sin alejarse del alcance de la invencién o de cualquier realizacion de la misma. Habiendo descrito ahora
la presente invencion en detalle, la misma se entenderd mas claramente consultando los siguientes ejemplos, que
se incluyen adjuntos con fines meramente ilustrativos y no pretender ser limitantes de la invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Preparacién y caracterizacion de un liposoma de taxotere termosensible

En la preparacion de los liposomas de la descripcion se usaron los materiales siguientes: dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), monoestearoilfosfatidilcolina (MSPC), diestearoilfosfatidiletanolamina
PEGilada (DSPE-PEG2000), NaCl, KCI, Na2HPO4-12H20, KH2PO4, lactosa, CHCIz, metanol, etanol y agua destilada.
En la preparacion de los liposomas de la descripcion se usaron los equipos siguientes; bafio de agua, rotavapor,
homogeneizador-extrusor, liofilizador, analizador del tamafio de particula por difusion de luz laser (Nanophox de
Smypatec) y termémetro.

Procedimiento para preparar un lote de 20 ml de liposomas que contienen docetaxel

Medir los componentes siguientes en las cantidades indicadas.

Componente DPPC DSPG MSPC DSPE-PEG2000 Taxotere
Cantidad 669 mg 75 mg 75 mg 75 mg 37,5mg

Disolver los materiales anteriores con CHCls/metanol (3:1) a 55 °C. A continuacién, eliminar el disolvente orgéanico
con rotavapor. Esto se puede lograr mediante rotoevaporacion a 55 °C durante 1 hora. Después de secar, se debe
soplar nitrdgeno sobre el material seco durante un periodo de tiempo adecuado, por ejemplo, 5 minutos.

A continuacion, se rehidrata el material seco. Una solucion de rehidratacién adecuada es la solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a la que se puede afadir lactosa u otros materiales estabilizadores (p. €j., azlcares).
Un protocolo de rehidratacién adecuado es afiadir 20 ml de solucién de PBS-lactosa al 5 % (pH 7,3 £ 0,2) y rotar en
el rotavapor a presion atmosférica durante 1 hora a 50 °C. Después de la rehidratacion, la solucion se puede
desgasificar a presion reducida para eliminar las burbujas.

Tras la hidratacion, el tamafio de particula de los lisosomas se puede ajustar hasta el intervalo deseado, por
ejemplo, 100 £15 nm. Un protocolo de extrusion adecuado es usar un homogeneizador/extrusor con un filtro de 200
nm y extruir tres veces. Cambiar a un filtro de 100 nm y extruir tres veces. Por Ultimo, cambiar a un filtro de 80 nm y
extruir tres veces. La distribucién del tamafio de particula de los lisosomas se puede medir usando cualquier técnica
adecuada, por ejemplo, usando espectroscopia de correlacion cruzada de fotones (PCCS) y un sensor Nanophox
(Sympatec GmbH). Tras la extrusion, la solucion liposomal se puede esterilizar mediante filtracion a través de un
filtro de membrana de tamafio de poro 0,22 um (Millipore).

Tras la esterilizacion, el liposoma se llena en un vial y se liofiliza. El programa de liofilizacion es como se indica a
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continuacion: -50°C 2 h, -45°C 1 h,-35°C 10 h, -15°C5h,0°C 2 h,10°C 2 h, 20°C 6 h.

Otro procedimiento adecuado para la preparacion de los liposomas de la descripcion es como se indica a
continuacion:

Disolver los mismos componentes que antes en CHCls/metanol (3:1) a 55 °C. Eliminar el disolvente organico con el
rotavapor como se ha indicado anteriormente. Rehidratar con 20 ml de solucién de PBS-lactosa al 5 % a 50 °C como
se ha indicado anteriormente. Colocar el material rehidratado en un homogeneizador y procesar a 15 000 psi
durante 5 minutos para reducir el tamafio de particula. Tomar el material homogeneizado y usar un extrusor con un
filtro de 100 nm y extruir seis veces para reducir el tamafio de particula a 100 £+ 15 nm (100 nm x 6) y, a
continuacion, esterilizar mediante filtracion con filtro de 0,22 pm. Tras la esterilizacion, el liposoma se llena en un vial
y se liofiliza.

Procedimientos analiticos

La morfologia de los liposomas se puede analizar mediante microscopia electrénica. Los liposomas se tifieron
negativamente con acido fosfotlingstico y se transfirieron a malla de cobre. Se permitié que el agua evaporara y se
observaron las muestras bajo el microscopio electrénico. Los liposomas preparados mediante los procedimientos de
la descripcion fueron homogéneos cuando se visualizaron bajo el microscopio electrénico.

Se midi6 el porcentaje de farmaco encapsulado (% de encapsulacion) para los liposomas preparados como se ha
descrito anteriormente. % de encapsulacién = farmaco encapsulado/farmaco total x 100 %. El % de encapsulacién
se determiné como se indica a continuacion: se centrifugé 1 ml de liposoma a 6000 rpm durante 5 min. El docetaxel
del sobrenadante se midi6 mediante HPLC. El contenido de docetaxel de los liposomas se determiné extrayendo el
docetaxel de los liposomas y midiendo el docetaxel extraido mediante HPLC. Para la extraccion, se diluyeron 0,1 ml
de liposoma con agua: acetonitrilo (45:55) a 0,5 ml. Se afiadieron 1,4 ml de metil terc-butil éter y se mezclaron
durante 30 segundos. Se centrifugé la mezcla a 300 g durante 15 min. Se retiraron 3 ml de la capa organica y se
secaron mediante rotoevaporacion. El material seco se resuspendié en 200 pl de agua: acetonitrilo (45:55) y se
inyectaron 5-1 pl en el HPLC para su analisis.

El andlisis por HPLC se llevo a cabo en las condiciones siguientes: se us6 una columna Venusil C 18 (columna C 18
de fase reversa) con una fase movil de agua: acetonitrilo (45:55) a 1 ml/min. La temperatura de la columna fue de 30
°C. La deteccién UV se ajustd a 230 nm. En estas condiciones, el limite de deteccion del farmaco es de entre 20-800

ng.

Se determind la capacidad del protocolo anterior para recuperar docetaxel en una muestra. Se afiadieron 0,1 ml de
solucion estandar de docetaxel a 0,1 ml de liposomas preparados como se ha descrito anteriormente. La muestra se
diluyé con agua: acetonitrilo (45:55) a 0,5 ml. Se afiadieron 1,4 ml de metil terc-butil éter y se mezcl6 la muestra
durante 30 segundos. A continuacion, se centrifugd la muestra a 300 g durante 15 min. 3 ml de la capa orgénica se
secaron mediante rotoevaporacion. Se afiadieron 200 pl de agua: acetonitrilo (45:55) al residuo y, a continuacién, se
inyectaron 5-10 ul en el HPLC. La tabla siguiente proporciona la tasa de recuperacion a diversas concentraciones de
docetaxel.

Conc. de farmaco | % de recuperacion | % de recuperacion | % de recuperacién | media
80 pg/mi 100,34 99,97 99,41 99,91
100 pg/ml 99,15 96,63 98,08 97,95
120 pg/ml 97,68 99,01 99,41 98,70

Se determiné la temperatura de transicion de fase de los liposomas preparados segun la descripcion. Las
mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizaron usando un Q100 (TA Instruments, Inc. New
Castle DE) con capsulas de aluminio herméticamente selladas vacias como referencia. La concentracion de lipido se
llevé a 20 mg/ml y se colocaron cuidadosamente 10 pl de suspension de liposoma y se sellaron en las cdpsulas
herméticas de aluminio. La velocidad de barrido se ajustd a 2 °C por minuto. La Figura 1 muestra una traza de DSC
obtenida con los liposomas de la descripcion. El espectro de DSC muestra que la temperatura de transicion de fase
del liposoma termosensible de taxotere es de aproximadamente 42 °C.

Se evalud la estabilidad de los liposomas preparados mediante los procedimientos anteriores midiendo
periddicamente el tamafio de particula durante su almacenamiento. Los resultados de la tabla que se presenta a
continuacion muestran que los liposomas preparados como se he indicado anteriormente son estables durante al
menos 3 meses.
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Tiempo | Antes de la | Después de la|1lmes |2 3
liofilizacion liofilizacién meses meses
Tamafo | 97 nm 101 nm 107 106 nm 106 nm
nm

También se monitorizé el contenido de farmaco. Los resultados mostraron que, después de la liofilizacion, el
liposoma es estable a 2-8 °C durante al menos 3 meses.

Contenido de farmaco del liposoma

Tiempo Después de la liofilizacién 1 mes 2 meses 3 meses
Taxotere (mg/ml) 1,132 1,131 1,132 1,130

También se monitorizd la tasa de encapsulacion de farmaco. Los resultados mostraron que, después de la
liofilizacion, la cantidad de farmaco encapsulado por el liposoma es estable a 2-8 °C durante al menos 3 meses.

Encapsulacion de farmaco

Tiempo Después de la liofilizacién 1 mes 2 meses 3 meses
% de encapsulacién 99,0 98,6 98,1 98,3

Se ensayo el efecto de diferentes crioprotectores sobre el tamafio de particula durante la liofilizacion. Se ensayaron
la lactosa, la trehalosa, la sucrosa y el manitol. Los resultados mostraron que la lactosa y la sucrosa son méas
efectivas que el manitol y la trehalosa. La Figura 2 muestra un grafico del tamafio de particula en funcion del % en
peso de crioprotector presente en la solucion liofilizada.

La velocidad a la que se congelan los liposomas para su liofilizacion y el contenido de agua de los liposomas tienen
un efecto sobre el tamafio de particula. La Figura 3 muestra un grafico del tamafio de particula en funcion del
contenido de agua de los liposomas a tres velocidades de congelacién diferentes. Tiene un efecto sobre el tamafio
de particula.

El medio de rehidratacién también afecta al tamafio de particula del liposoma. Se ensayaron agua, dextrosa al 5 %
en agua (D5W) y NaCl al 0,9 %. El NaCl al 0,9 % y la dextrosa al 5 % en agua mantienen el tamafio de particula del
liposoma. La tabla siguiente muestra los resultados de dos formaciones de liposoma diferentes con tres mediciones
independientes. El didmetro promedio de los liposomas se proporciona en nanémetros (nm). La formulacion F4-1
tuvo los componentes siguientes DPPC: DSPG: DSPE-PEG: MSPC: docetaxel en el % en peso siguiente 71,56:
8,15: 8,24: 8,02: 4,00 y la F4-2 tuvo los mismos componentes al 71,78: 8,06: 8,10: 8,07: 3,98 % en peso

Medio de rehidratacion Formulacién 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm)
Agua F4-1 136 133 139
F4-2 132 128 141
D5wW F4-1 97 101 103
F4-2 102 104 105
NacCl al 0,9 % F4-1 101 105 102
F4-2 106 103 101

Se examino la estabilidad de los liposomas tras la rehidratacion. El liposoma liofilizado se rehidraté con NacCl al 0,9
% y se ensayd como se muestra esquematicamente en la Figura 4A. La distribuciéon del tamafio de particula se
monitorizé con un aparato de dispersion dinamica de la luz mediante barridos repetidos a lo largo de un periodo de 1
hora. Los resultados muestran que la distribucién de particulas de liposoma rehidratado es estable en 1 hora (Figura
4B).

El liposoma liofilizado se almacend a diversas temperaturas durante 9 meses. El liposoma se ensayé a0, 1, 3,6y 9
meses. Se ensayo el % de encapsulacion y el tamafio de particula promedio. Los resultados de la tabla siguiente
muestran que los liposomas eran estables hasta 9 meses a 4 °C.
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Tiempo de | Temperatura de | Temperatura de | Temperatura de

almacenamiento almacenamiento -20 | almacenamiento 4 °C | almacenamiento 20

(mes) °C °C

0 92,1 % (98 nm) 92,1 % (98 nm) 92,1 % (98 nm)

1 91,8 % (101 nm) 91,5 % (103 nm) 91,7 % (107 nm)

2 91,6 % (102 nm) 91,4 % (105 nm) 91,1 % (106 nm)

3 91,5 % (105 nm) 91,2 % (106 nm) 90,8 % (109 nm)

6 91,4 % (108 nm) 91,3 % (107 nm) 90,9 % (111 nm)

9 90,8 % (112 nm) 90,5 % (110 nm) 90,2 % (116 nm)
EJEMPLO 2

Distribucién de farmaco in vivo obtenida con los liposomas de la descripcion en comparacién con la obtenida con
docetaxel libre.

Se separaron aleatoriamente seis ratones BALB/c hembra (20 £ 2 g) en 3 grupos. Los ratones se anestesiaron y se
pusieron en un tablero de Styrofoam con un orificio en él. Se hizo pasar una pata del ratdén a través del orificio hacia
el otro lado del tablero. El tablero se hizo flotar en un bafio de agua para calentar la pata a 43,5 + 0,5 °C durante 15
min. A continuacion, los ratones recibieron una inyeccion de liposomas en la vena caudal a una dosis de 10 mg/kg o
la misma dosis de taxotere (control: preparado segun las especificaciones del fabricante). A continuacion se calent6
la pata de cada uno de los ratones durante 30 min tras la inyeccion y, a continuacion, se sacrificaron. Se extirparon
los musculos de las patas calentadas y no calentadas. El farmaco se extrajo a partir de un peso fijo de tejido
muscular usando el procedimiento de extraccién descrito anteriormente. El farmaco extraido se analizé mediante
HPLC. Los resultados se muestran en la tabla siguiente.

Liposoma de docetaxel Docetaxel
% de Atarmaco/Aref | % de  Atarmaco/Aret | % de  Asarmaco/Aref | % de  AsarmacolAref
(pata calentada) (pata no calentada) | (pata calentada) (pata no calentada)
Grupo | 13,3 4,9 5,46 5,48
1
Grupo | 14,3 5,60 6,53 6,29
2
Grupo | 11,1 5,69 5,48 5,32
3

Los datos muestran que el liposoma sensible a la temperatura entregdé mas del
calentada que a la pata no calentada.

doble de docetaxel a la pata

EJEMPLO 3

Distribucion de farmaco in vivo obtenida con los liposomas de la descripcion en comparacion con la obtenida con
liposoma que contiene docetaxel no termosensible.

El liposoma termosensible y el liposoma no termosensible se fabricaron segun la formula mostrada en la tabla
siguiente:

Composicion Docetaxel DPPC DSPG PEG-DSPE MSPC
Termosensible 25 mg 450 mg 50 mg 50 mg 50 mg
No termosensible 25 mg 450 mg 50 mg 50 mg 0

Se separaron aleatoriamente seis ratones BALB/c hembra (20 + 2 g) en 3 grupos. Los ratones se anestesiaron y se
pusieron en un tablero de Styrofoam con un orificio en él. Se hizo pasar una pata del ratdén a través del orificio hacia
el otro lado del tablero. El tablero se hizo flotar en un bafio de agua para calentar la pata a 43,5 + 0,5 °C durante 15
min. A continuacion, el ratén recibié una inyeccion de liposomas en la vena caudal a una dosis de 10 mg/kg o la
misma dosis de taxotere (control: preparado segun las especificaciones del fabricante). A continuacion se calentd la
pata de cada uno de los ratones durante 30 min tras la inyeccién y, a continuacion, se sacrificaron. Se extirparon los
musculos de las patas calentadas y no calentadas. El farmaco se extrajo a partir de un peso fijo de tejido muscular
usando el procedimiento de extraccion descrito anteriormente. El farmaco extraido se analiz6 mediante HPLC. Los
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resultados se muestran en la tabla siguiente.

Grupo Liposoma termosensible Liposoma no termosensible
Calentamiento/Sin calentamiento | Calentado | No calentado | Calentado | No calentado
% de Atarmaco/Aref 0,704 0,428 0,443 0,444

En el grupo del liposoma termosensible, la concentracion de farmaco en el tejido calentado es aproximadamente 2
veces superior a la del tejido no calentado. En la inyeccién de docetaxel (Ejemplo 2) y en los grupos de liposoma no
termosensible la concentraciéon de farmaco es la misma entre el tejido calentado y no calentado. Estos resultados
mostraron que el liposoma termosensible realmente liberaba el farmaco en condiciones experimentales.

EJEMPLO 4

Eficacia in vivo del docetaxel entregado usando los liposomas de la descripcion en comparacion con la del docetaxel
libre en ratones portadores de carcinoma pulmonar de Lewis.

Se usaron doce ratones Kunming hembra, de entre 7-9 semanas de edad que pesaban 20 + 2 g. Se implantaron
subcutdneamente células del carcinoma pulmonar de Lewis (3 x 10° células en 0,1 ml de PBS.) en la pata inferior
derecha de cada ratdn. Se permitid6 que los tumores crecieran hasta 4-6 mm de didmetro antes de iniciar el
tratamiento.

Los 12 ratones se estratificaron por volumen de tumor y se aleatorizaron a 3 grupos de tratamiento: solucién salina,
docetaxel libre y los liposomas termosensibles de la descripcion.

Grupo | Animales/Grupo | Tratamiento Dosis Tiempo de
mm? calentamiento (min)
1 2 Solucion Salina 0 30
2 4 Inyeccion de docetaxel 75 30
3 6 Liposoma de docetaxel | 75 30
termosensible

Los liposomas termosensibles que contenian docetaxel de la descripcibn se prepararon como se ha descrito
anteriormente y se almacenaron a 2-8 °C hasta su uso. Los animales tratados fueron inyectados con 75 mg/m? de
docetaxel en un liposoma termosensible de la descripcion o como taxotere no liposomal preparado segun las
especificaciones del fabricante.

El tratamiento se inicié en el dia 8 de la implantacion del tumor y se repitié en el dia 12 y el dia 16. Los ratones de
todos los grupos de tratamiento se anestesiaron con una inyeccion IP de pentobarbital (80 mg/kg); el tratamiento se
administré en un volumen de 0,2 ml a través de inyeccion en la vena caudal. Esta dosis de anestesia proporciono
una inmovilizacién adecuada para el periodo de tratamiento de 1 h.

Excepto al grupo salino, se administré a todos los grupos de tratamiento una dosis equivalente de 75 mg/m? de
docetaxel. Inmediatamente después de la inyeccion, los ratones se colocaron en soportes especialmente disefiados
gue permitian que el tumor de la pata aislada estuviera colocado en un bafio de agua durante 30 minutos. La
temperatura del bafio de agua se ajusté a 43 °C. Esta temperatura del bafio de agua ha sido calibrada previamente
para dar temperaturas del tumor de 42 °C. El tratamiento se repiti6 los dias 12 y 16. Todos los ratones se
sacrificaron en el dia 18. Los tumores se extirparon quirdrgicamente y se registraron los pesos del tumor. La
inhibicion del crecimiento del tumor se calculé como se indica a continuacion:

Inhibicién del crecimiento del tumor = (Vs-Vx)/Vs
donde: Vs es el volumen del tumor del grupo salino, Vx es el volumen del tumor del grupo de tratamiento.

Los resultados se muestran en la tabla siguiente.

Grupo N.° de | Peso del | Promedio | % de
ratones tumor inhibicion
Solucién Salina 1 5,874 4,537 0
2 3,199
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Inyeccién de docetaxel 3 0,500 1,002 77,91
4 0,118
5 1,380
6 2,010
Liposoma de docetaxel | 7 0,031 0,0785 98,27
termosensible 8 0,009
9 0,078
10 0,152
11 0,151
12 0,050

La entrega de docetaxel en una formulacién de liposoma termosensible y el calentamiento local del tumor derivaron
en mayor inhibicién del tumor que la entrega de docetaxel por si solo. En dos ratones tratados con liposoma
termosensible, los tumores casi desaparecieron.

EJEMPLO 5

Preparacién de un liposoma termosensible que contiene carboplatino

Los liposomas se pueden preparar usando cualquier técnica conocida por los expertos en la materia. Una técnica
adecuada es como se indica a continuacion.

Los liposomas se fabricaron con lipidos incluidos en la tabla siguiente.

Lipidos Peso (mg)
DPPC 2000
MSPC 150
DSPG 250
DSPE-mPEG 250

Disolver los lipidos en 3 ml de cloroformo. Rotoevaporar el cloroformo a 60 °C a presion reducida para formar una
pelicula fina. Continuar calentando durante 40 minutos para eliminar el disolvente organico. Afiadir 25 ml de agua
para hidratar la pelicula de lipido seca a 60 °C durante 10 minutos. Reducir la presién a temperatura ambiente para
eliminar las burbujas de aire durante 10 minutos. Calentar durante otros 10 minutos a 60 °C. Extruir la suspension de
lipido a través de una membrana de 200 nm 10 veces. Extruir a través de una membrana de 100 nm 4 veces. Los
liposomas asi preparados se pueden almacenar a 4 °C.

A continuacion, los liposomas se pueden cargar con un agente activo, por ejemplo, con carboplatino, usando
cualquier técnica adecuada conocida en la técnica. Una técnica adecuada es como se indica a continuacion.

Afiadir 800 mg de carboplatino y 1000 mg de lactosa en 20 ml de liposomas vacios con 106 mg de liposomas/ml.
Calentar la mezcla a 60 °C en un bafio de agua y agitar a 300 r/min durante 30 minutos. Los liposomas cargados se
pueden almacenar a 4 °C.

El farmaco en exceso se puede eliminar de los liposomas cargados usando cualquier técnica conocida en la técnica,
por ejemplo cromatografia de exclusiébn por tamafio o dialisis. Una técnica adecuada es como se indica a
continuacion:

La solucion de liposoma cargado se puede poner en una bolsa de didlisis (corte molecular: 8000~14 000). La
solucion se puede someter a dialisis del liposoma con 200 ml de solucién de lactosa al 5 % a 4 °C durante 2 horas.
Sustituir la solucién de dialisis con 200 ml de solucion de lactosa al 5 % fresca y someter a dialisis durante otras 2
horas a 4 °C. Los liposomas cargados se pueden retirar de la bolsa de dialisis y almacenar a 4 °C. Los liposomas
cargados se deben proteger de la exposicién a la luz.

EJEMPLO 6

Caracterizacion fisica de liposomas que contienen carboplatino

Tras la separacion del liposoma cargado de farmaco del farmaco libre, el liposoma tiene una proporcién
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farmaco/lipidos de 0,04, como se ve en la tabla siguiente, y un tamafio de particula promedio de 95 nm (Figuras 5 y
6). La concentracion de lipidos es de 106 mg/ml.

Tamafio de particula del | Farmaco Farmaco % de | Farmaco/Lipidos
liposoma total libre encapsulacion
100 nm 4,63 mg/ml | 0,0 mg/ml 100 % 0,04

Puesto que el liposoma de carboplatino necesita estar diluido en su aplicacion clinica, se ensayo la estabilidad de los
liposomas que contienen carboplatino de la descripcién usando una solucién de glucosa al 5 % y agua como
diluyentes. La estabilidad del liposoma en estos diluyentes se ensayd diluyendo 10 pl del liposoma con 990 pl de los
diluyentes, a temperatura ambiente durante 6 horas. La pérdida de farmaco tras la dilucion se analiz6 comparando la
encapsulacién de farmaco antes y después de la dilucién. La tabla siguiente muestra los resultados obtenidos. Los

datos mostraron que el liposoma de carboplatino es compatible con agua o glucosa al 5 %.
Diluyentes Pérdida de farmaco Promedio
Glucosa al 5 % 0,23 % 0,19 %
0,23 %
0,12 %
Agua -0,35 % -0,08 %
0,00 %
0,12 %
EJEMPLO 7

Caracterizacion del perfil de liberacion de farmaco de liposomas que contienen carboplatino

Se analiz6 el perfil de liberacion de farmaco a 37 °C y 42 °C. El procedimiento detallado es como se indica a
continuacion:

Se equilibraron bafios de agua a 38 °C y 43 °C, respectivamente (la temperatura de la muestra de ensayo es 1 grado
inferior a la del bafio de agua). Se diluyeron alicuotas de 1,0 ml de liposoma en 9,0 ml de una solucion de glucosa al
5 %. 5 ml de la solucién diluida se calentaron en el bafio de agua a 38 °C. Los restantes 5 ml de la solucién diluida
se calentaron en el bafio de agua a 43 °C. Se tomaron muestras de 200 pl de cada temperatura en diversos
momentos temporales posteriores al inicio del calentamiento. Se tomaron muestras a los 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16,
32, 64 y 128 min para la muestra a 42 °C y a los 0, 2, 8, 32 y 128 min para la muestra a 37 °C. Las muestras se
enfriaron en agua helada inmediatamente después de ser tomadas.

Se analiz6 la concentracion de farmaco total y farmaco libre en las muestras. El farmaco liberado se calculd
mediante la ecuacion siguiente:

Liberacion de farmaco = C libre/C total x 100%

La tabla siguiente y la Figura 7 muestran los resultados obtenidos.

Tiempo (min) |0 ] 0,25 [ 0,5 | 1 2 4 8 16 |32 |64 | 128
42 °C (%) 0,9 | 18,5 | 69,3 | 83,2 | 95,3 | 95,3 | 95,3 | 95,8 | 97,0 | 99,5 | 99,0
37 °C (%) 0,9 0,8 0,9 1,0 1,9

Estos datos indican que los liposomas de la descripcion liberan farmaco rapidamente tras su calentamiento.

Para caracterizar adicionalmente el perfil de liberacion de farmaco de los liposomas de la descripcion, se ensayo la
liberacion de farmaco de liposomas que contenian carboplatino a diversas temperaturas de 37 °C a43°Calos5y

10 minutos de su calentamiento. La tabla siguiente y la Figura 8 muestran el % de farmaco liberado. A 37 °C, casi no
hay liberacion de farmaco, mientras que empezando a 40 °C, el farmaco se libera rapidamente.

Temperatura (°C) 37 38 39 40 41 42 43

5 min 0,9 % 2,6 % 5,6 % 174 % 78,5 % 98,2 % 95,4 %

10 min 09% |46% |[218% |487% |855% |966% | 958%
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EJEMPLO 8

Caracterizacion de la estabilidad de liposomas que contienen carboplatino

Se evaluo la pérdida de farmaco durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.

Los liposomas se almacenaron a -20 °C, 4 °C y 25 °C durante 5 o 10 dias. Se analiz6 el % de encapsulacion del

farmaco. Los resultados presentados en la tabla siguiente muestran que los liposomas de la descripcion son
estables a 4 °C durante 10 dias.

Temperatura 4°C 25°C
Tiempo (dia) 5 10 5 10
Pérdida 0,01 % 0,01 % 1,55 % 2,52 %

Para determinar si los liposomas de la descripcion se pueden esterilizar mediante filtracion, se analizé su estabilidad
a la filtracion. Se filtraron alicuotas de 2 ml de liposoma a través de un filiro de 0,22 um. El % de farmaco
encapsulado se analizé antes y después de la filtracion. Los datos de la tabla siguiente muestran que el liposoma

puede ser filtrado a volumen pequefio.
Antes de la filtracion Después de la filtracion
Pérdida (%) 0% 0,62 %

La estabilidad a largo plazo de los liposomas se evalué almacenando los liposomas a 4 °C. La pérdida de farmaco
se evalué a 0, 1 y 2 meses. Como se muestra en la tabla siguiente, los liposomas de la descripcion son estables a 4

°C durante al menos 6 meses.
Tiempo (mes) Contenido de farmaco Pérdida Tamafio de particula
0 4,63 mg/mL 0,00 % 99,79 nm
1 4,60 mg/mL 0,03 % 106,01 nm
2 4,62 mg/mL 0,09 % 99,24 nm
3 4,59 mg/mL 0,14 % 101,78 nm
6 4,60 mg/mL 0,24 % 100,09 nm
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REIVINDICACIONES

1. Un liposoma termosensible que comprende dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG), monoestearoilfosfatidilcolina (MSPC), diestearoilfosfatidiletanolamina modificada
con PEG-2000 (DSPE-PEG2000) y un agente activo en la proporcion de 60-80:6-12:6-12:4-15:1-30 en peso, donde
el liposoma tiene una temperatura de transicion de fase gel a liquida de 39,0 °C a 45 °C.

2. Un liposoma termosensible segun la reivindicacion 1, donde el agente activo es un agente
anticancerigeno.
3. Un liposoma termosensible segun la reivindicacion 2, donde el agente anticancerigeno se selecciona

del grupo que consiste en agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides vegetales antimitéticos, antibioticos
antitumorales citotdxicos, inhibidores de topoisomerasas, anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos,
fotosensibilizadores, inhibidores de quinasas, enzimas antitumorales e inhibidores de enzimas, inductores de la
apoptosis, modificadores de la respuesta biolégica, antihormonas, retinoides y compuestos que contienen platino.

4, Un liposoma termosensible segun la reivindicacion 3, donde el agente anticancerigeno es un taxano,
tal como docetaxel o paclitaxel.

5. Un liposoma termosensible segin la reivindicacion 3, donde el agente anticancerigeno es un
compuesto que contiene platino, tal como carboplatino o cisplatino.

6. Un liposoma termosensible segun la reivindicacion 3, donde el agente anticancerigeno es un
antimetabolito que se dirige al metabolismo de la pirimidina, tal como capecitabina, citarabina, fluoracilo, floxuridina y
gemcitabina.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un liposoma termosensible de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, para uso en un procedimiento de tratamiento de
una enfermedad en un sujeto con necesidad del mismo, que comprende:

administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion farmacéutica de la reivindicacion 7
y

calentar un area del sujeto que comprende toda o una parte de la enfermedad.

9. La composicion terapéutica para uso de la reivindicacion 8, donde la enfermedad es cancer y el
agente activo es un agente anticancerigeno.
10. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacion 8, donde el tejido diana se calienta antes

y/o durante y/o después de la administracion de la composicién termosensible.

11. La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 8, donde el tejido diana es calentado
mediante medios adecuados seleccionados del grupo que consiste en: aplicacion de radiacion de radiofrecuencia,
aplicacion de ultrasonido que puede ser ultrasonido focalizado de alta intensidad, aplicacién de radiacion de
microondas, cualquier fuente que genere radiacién infrarroja tal como un bafio de agua caliente, luz, asi como
radiacion aplicada externamente o internamente tal como la generada por radiois6topos, campos eléctricos y
magnéticos y/o combinaciones de los anteriores.
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FIGURA 3
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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