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DESCRIPCION
Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino estable y método para estabilizacion de la misma
Campo técnico
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente japonesa n.° 2012-178971, presentada el
10 de agosto de 2012. La presente invencion se refiere a una técnica que permite almacenamiento a largo plazo de
de liposomas encapsulantes de oxaliplatino en forma de una disolucién acuosa.

Antecedentes de la técnica

Con recientes desarrollos en nanotecnologia, se han hecho intentos de aplicar la nanotecnologia a productos
farmacéuticos. En uno de tales intentos, se forman liposomas mediante la dispersion de fosfolipidos en agua. El
liposoma es un reticulo endoplasmatico cerrado formado por una membrana bicapa con grupos hidréfobos de
fosfolipidos enfrentados entre si. Los liposomas se componen de los mismos componentes que las membranas
bioldgicas, y son por tanto altamente biocompatibles. Ademas, se han realizado muchos estudios en liposomas
como portadores de farmacos que pueden transportar o bien farmacos hidréfilos o bien farmacos hidréfobos, dado
que los farmacos hidréfilos pueden contenerse en el reticulo endoplasmatico, mientras que los farmacos hidréfobos
pueden incorporarse en la membrana liposomal (bibliografia no de patentes (NPL) 1 y 2). Las caracteristicas de los
liposomas, tales como circulacién en sangre y transporte en tumores, dependen de las propiedades fisicas (por
ejemplo, tamafio de particula, carga superficial, y tasa de liberacion de farmaco) de los liposomas. Para mantener
estas propiedades fisicas, la estabilidad fisica de los fosfolipidos, que son el componente principal de la membrana
liposomal, es importante. La degradacion de fosfolipidos reduce la estabilidad de los liposomas en el cuerpo vivo, y
provoca cambios farmacocinéticos en el cuerpo. Los cambios farmacocinéticos en el cuerpo provocan de manera
directa reduccion de los efectos farmacoldgicos, generacion de efectos secundarios inesperados, etc. Por tanto, la
proteccion de los fosfolipidos se considera esencial para la aplicacién de los liposomas a productos farmacéuticos.

El oxaliplatino es un compuesto complejo de platino sintetizado por el Dr. Kidani et al. en 1978. El oxaliplatino es uno
de los agentes anticancerigenos mas ampliamente usados mundialmente en el tratamiento de cancer colorrectal. Sin
embargo, el oxaliplatino, que tiene una alta tasa de uniéon a proteinas plasmaticas y hemocitos, y que es propenso a
distribucion en tejidos normales, se ha confirmado que tiene una alta toxicidad, tal como neurotoxicidad periférica.
Esto es similar a otros agentes anticancerigenos, y por tanto necesita mejorarse. Se ha estudiado la aplicacion de
una técnica liposomal como enfoque para esta mejora (véase la bibliografia de patentes (PTL) 1 a 3). La técnica
liposomal, de la cual se espera que inhiba la distribucion sistémica no selectiva y promueva el transporte en tumores
debido a la permeabilidad y efecto de retencion potenciados (efecto EPR), puede esperarse que proporcione una
actividad antitumoral mayor al mismo tiempo que reduce la toxicidad de oxaliplatino. La PTL 1 divulga una
preparacion de liposomas obtenida mediante encapsulacién de oxaliplatino en liposomas modificados con PEG
(polietilenglicol), que tiene una larga circulacion en sangre. La PTL 2 divulga una preparacion de liposomas
modificada con PEG modificada adicionalmente con transferrina. La PTL 3 divulga un método para encapsular
oxaliplatino de manera eficaz, y efectos liposomales del mismo. Sin embargo, el oxaliplatino tiene una mala
compatibilidad con otros aditivos (PTL 4). Ademas, se considera que la reduccion de pH debido a un producto de
degradacién provoca ruptura de liposomas. Sin embargo, ninguno de los anteriores documentos de la técnica
anterior divulga un método para estabilizacion a largo plazo de preparaciones liposomales que son indispensables
como productos farmacéuticos.

Las técnicas conocidas para estabilizar dispersiones acuosas de liposomas incluyen, por ejemplo, el uso de una
disoluciéon tampén de acido citrico o acido tartarico (PTL 5), histidina (NPL 3), taurina (PTL 6), o tris (PTL 7) como
estabilizador. Sin embargo, estos documentos no mencionan si las técnicas divulgadas en los mismos pueden
usarse para estabilizar una dispersiéon acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino. Estos estabilizadores se
afiaden principalmente para reducir la hidrdlisis de fosfolipidos debida al cambio de pH, y no son aditivos usados en
consideracion de la compatibilidad con un compuesto especifico. Por consiguiente, dependiendo del tipo de farmaco
que va a encapsularse, el contacto del farmaco con un aditivo puede afectar a la estabilidad del farmaco y reducir la
calidad como producto farmacéutico. En el caso de formulaciones liposomales, la reduccién de pH en dispersiones
acuosas acelera la hidrélisis de fosfolipidos. En dispersiones acuosas de liposomas encapsulantes de oxaliplatino, el
oxaliplatino que existe en una muy baja concentracion en la fase acuosa externa es propenso a descomponerse, y la
desorcién de acido oxalico provoca reduccion de pH (la PTL 4 divulga que el oxaliplatino que tiene una
concentracion inferior a 1 mg/ml tiende a ser inestable). Ademas, la liberacién de acido carboxilico como hidrolizado
de fosfolipidos reduce ain mas la reduccién de pH en el sistema. Se considera que la reduccién de pH debida a
acido oxalico y/o acido carboxilico acelera la degradacion de fosfolipidos y reduce aun mas el pH, dando como
resultado por tanto un ciclo negativo. De hecho, durante la investigacion, los presentes inventores produjeron
preparaciones de liposomas encapsulantes de oxaliplatino usando dispersiones acuosas preparadas con referencia
a los anteriores documentos de la técnica, y confirmaron la degradacion acelerada de oxaliplatino o fosfolipidos con
el paso del tiempo.
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Lista de referencias

Bibliografia de patentes

PTL 1: WO2009/096487

PTL 2: JP2004-10481A

PTL 3: WO2007/099377

PTL 4: WO1996/04904

PTL 5: WO1997/30696

PTL 6: JPH05-004037A

PTL 7: WO1997/28104

Bibliografia no de patentes

NPL 1: International Journal of Nanomedicine, 2006, 1 (3), 297-315

NPL 2: Science, (2004), Vol. 303, 1818-1822

NPL 3: Bioanalysis, (2011), 3 (3), 333-344

El documento US 2004/022842 se refiere a una preparacion de liposomas que contiene oxaliplatino y se derivatiza
con un polimero hidrofilo y un ligando. En una realizacién el polimero hidréfilo es polietilenglicol y el ligando es
transferrina.

El documento WO 2008/030818 se refiere a composiciones que contienen lipidos, incluyendo liposomas
seleccionados como diana que encapsulan metotrexato, y formulaciones farmacéuticas del mismo, asi como
métodos para la fabricacion y uso de las composiciones que contienen lipidos, incluyendo el uso de liposomas
seleccionados como diana en el tratamiento de cancer, artritis reumatoide y otras enfermedades.

Sumario de la invencion

Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de
oxaliplatino que tiene alta estabilidad de almacenamiento a largo plazo. Ademas, la presente invencion proporciona
una técnica para estabilizar una dispersién acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino.

Solucién al problema

Los presentes inventores llevaron a cabo un estudio exhaustivo y, como resultado, encontraron que cuando el acido
2-morfolinoetanosulfénico (a continuaciéon en el presente documento denominado MES) esta contenido como
estabilizador en la fase acuosa externa de los liposomas, puede obtenerse una dispersion acuosa en la que los
fosfolipidos se mantienen de manera suficientemente estable durante un largo periodo de tiempo mientras el
contenido total de oxaliplatino de los liposomas apenas se ve afectado. Los inventores encontraron ademas que la
adicion de MES sélo a la fase acuosa externa de liposomas puede estabilizar una dispersion acuosa de liposomas
encapsulantes de oxaliplatino durante un largo periodo de tiempo. Los inventores investigaron ademas el pH 6ptimo,

etc., de la dispersion acuosa de liposomas, y lograron la presente invencion.

Especificamente, la presente invencion proporciona las siguientes dispersiones acuosas de liposomas, estabilizador
para las dispersiones, y métodos para estabilizar las dispersiones.

Punto 1. Una dispersién acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino que comprende una fase acuosa
externa que contiene acido 2-morfolinoetanosulfénico, en la que los liposomas comprenden, como componente
liposomal, fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas.

Punto 2. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun el punto 1, en la que la dispersion
comprende una fase acuosa interna que no contiene sustancialmente acido 2-morfolinoetanosulfénico.
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Punto 3. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun los puntos 1 6 2, en la que la
dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0.

Punto 4. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun uno cualquiera de los puntos 1 a 3,
en la que los liposomas comprenden al menos un fosfolipido saturado como componente liposomal.

Punto 5. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun uno cualquiera de los puntos 1 a 4,
en la que la cantidad de acido 2-morfolinoetanosulfénico es de 0,00001 a 10 partes en masa por parte en masa de
fosfolipido formador de liposomas.

Punto 6. Uso de acido 2-morfolinoetanosulfénico o una sal del mismo como estabilizador para una dispersiéon acuosa
de liposomas encapsulantes de oxaliplatino, en el que los liposomas comprenden, como componente liposomal,
fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas.

Punto 7. El uso segun el punto 6, en el que la dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0.

Punto 8. Un método para estabilizar una dispersiéon acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino, que
comprende afadir acido 2-morfolinoetanosulfénico o una sal del mismo a la dispersién acuosa de liposomas
encapsulantes de oxaliplatino, en el que los liposomas comprenden, como componente liposomal, fosfatidilcolinas
de soja hidrogenadas purificadas.

Punto 9. El método segun el punto 8, en la que la dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0.

Punto 10. Una composiciéon farmacéutica que comprende la dispersién acuosa de liposomas encapsulantes de
oxaliplatino segun uno cualquiera de los puntos 1 a 5.

Punto 11. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun uno cualquiera de los puntos 1 a
5, para su uso en un método para tratar el cancer.

Punto 12. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun uno cualquiera de los puntos 1 a
5, para su uso como potenciador de efecto antitumoral para su uso en un método para potenciar la actividad
antitumoral de un agente antitumoral.

Punto 13. La dispersiéon acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino para su uso segun el punto 12,
comprendiendo ademas el uso administrar un agente antitumoral a un mamifero.

Efectos ventajosos de la invencion

Segun la presente invencion, puede obtenerse una dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino
que tiene una excelente estabilidad de almacenamiento a largo plazo. La presente invencion permite la provision de
una dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino que es estable durante un largo periodo de
tiempo, incluso cuando se almacena a una temperatura relativamente alta de 40°C.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra cambios en la concentracion de Pt en plasma sanguineo a lo largo del tiempo en el ejemplo de
prueba 3.

Descripcion de las realizaciones

El MES usado en la presente invencion es un compuesto conocido, y esta disponible como acido 2-
morfolinoetanosulfonico de fabricantes tales como Sigma-Aldrich (cédigo de producto: M8250), Merck (codigo de
producto: 106126), y Dojindo Laboratories, Inc. (codigo de producto: GB81). En la presente invencion, la sal de MES
se refiere a una sal usada comunmente en el campo de la quimica organica. Por ejemplo, dado que MES tiene un
grupo acido sulfénico, puede usarse una sal de adicion de base formada mediante la adicién de una base al grupo
acido sulfénico.

Los ejemplos de la sal de adicion de base incluyen sales de metales alcalinos tales como sales de sodio y sales de
potasio; sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio y sales de magnesio; sales de amonio; y sales
de aminas organicas tales como sales de trimetilamina, sales de trietilamina, sales de diciclohexilamina, sales de
etanolamina, sales de dietanolamina, sales de ftrietanolamina, sales de procaina, y sales de N,N'-
dibenziletilendiamina.

La cantidad de MES o una sal del mismo que va a aiadirse, basandose en partes en masa de MES, es de 0,00001

a 10 partes en masa, preferiblemente de 0,00005 a 1 parte en masa, y mas preferiblemente de 0,0001 a 0,1 partes
en masa, por parte en masa del/los fosfolipido(s) formador(es) de liposomas.
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En la presente invencion, MES o una sal del mismo puede afiadirse en forma de una disolucién o polvo a la fase
acuosa externa de la dispersién acuosa de liposomas durante el proceso de fabricacién liposomal, o puede afadirse
mediante el reemplazo de la fase acuosa externa con un tampén que contiene una concentracion fijada de MES
mediante ultrafiltracion, dialisis, o similares. La adicion puede llevarse a cabo de manera concurrente con una etapa
de eliminacion de farmaco sin encapsular. Alternativamente, también es posible afiadir MES o una sal del mismo a la
dispersion acuosa final. Es preferible afiadir una cantidad predeterminada de una disolucién concentrada de MES (el
volumen que va a afiadirse es del 1% o menos del farmaco) inmediatamente antes de la esterilizacion por filtracion.
Afadir MES o una sal del mismo a la dispersion acuosa final también da como resultado una presencia sustancial de
MES o una sal del mismo en la fase acuosa externa.

En la presente invencion, la fase acuosa externa tiene preferiblemente un pH de 5,0 a 8,0, mas preferiblemente de
5,5a 7,5, e incluso mas preferiblemente de 6,0 a 7,0. En la presente invencion, el pH de la fase acuosa externa se
determina sumergiendo los electrodos de un pH-metro en una dispersion liposomal. El pH de la fase acuosa externa
puede ajustarse al valor de pH deseado, por ejemplo, afiadiendo un ajustador de pH después de afiadir MES o una
sal del mismo a la dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino. Los ejemplos de ajustadores de
pH que pueden usarse para este ajuste de pH incluyen hidroxidos de metales alcalinos y/o hidroxidos de metales
alcalinotérreos. Los ejemplos especificos incluyen hidréxido de sodio, hidroxido de potasio e hidrogenocarbonato de
sodio. Es preferible el hidréxido de sodio.

En la presente invencion, “estabilidad de almacenamiento a largo plazo” significa que no se produce ninguna
precipitacion, agregacion, ni cambio de tamafio de las particulas después del almacenamiento en un lugar frio
durante al menos 6 meses, y que hay poca degradacion del oxaliplatino y fosfolipidos, o que la degradacion se
produce a un nivel aceptable.

En la presente invencion, “encapsulante” se refiere al estado en el que un farmaco (oxaliplatino) se encapsula en el
espacio cerrado de un liposoma formado por una membrana lipidica, o al estado en que un farmaco (oxaliplatino) se
transporta de una manera tal que una porcion o todo el farmaco se contiene en las capas lipidicas que forman la
membrana.

El “oxaliplatino” (a continuacion en el presente documento denominado a veces “L-OHP”) usado en la presente
invencion es un compuesto conocido y se representa mediante cis-oxalato(1R,2R-diaminociclohexano)platino(ll). La
union de L-OHP al ADN de células cancerigenas provoca dafio funcional del ADN y escision de la hebra de ADN,
que conducen a la muerte de células cancerigenas. El oxaliplatino puede producirse usando un método conocido, tal
como los métodos divulgados en los documentos JPS60-41077B y JPH06-211833A.

El “liposoma” que va a usarse en la presente invencién es una vesicula cerrada que tiene una porcién de fase
acuosa interna delimitada por una membrana lipidica bicapa que se forma mediante la dispersion en agua de al
menos un fosfolipido que es un componente de membrana celular. Los liposomas pueden clasificarse en los
siguientes tres tipos segun el tamario de la particula y el nimero de biomoléculas lipidicas: vesiculas multilaminares
(MLV), vesiculas unilaminares grandes (LUV), y vesiculas unilaminares pequefas (SUV). Siempre que el liposoma
sea una vesicula cerrada con una estructura de bicapa lipidica, cualquier tipo de liposoma puede usarse en la
presente invencion.

Los liposomas usados en la presente invencion deben formar una estructura liposomal estable antes y después de la
administracion a organismos vivos. Los ejemplos de fosfolipidos que forman los liposomas incluyen fosfolipidos
saturados, que pueden seleccionarse, por ejemplo, de fosfatidilcolinas de yema de huevo hidrogenadas purificadas
(temperatura de ftransicion de fase: 50°C, a continuaciéon en el presente documento denominada HEPC),
fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas (temperatura de transicion de fase: aproximadamente 55°C, a
continuacion en el presente documento denominada HSPC), dipalmitoilfosfatidilcolinas (temperatura de transicion de
fase: aproximadamente 41°C, a continuacion en el presente documento denominada DPPC), vy
distearoilfosfatidilcolinas (temperatura de transiciéon de fase: aproximadamente 58°C, a continuacién en el presente
documento denominada DSPC). Segun la invencion, los liposomas comprenden, como componente liposomal,
fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas. Usando fosfolipidos que tienen diferentes temperaturas de
transicion de fase, puede cambiarse la fluidez de la membrana lipidica bimolecular de los liposomas. El fosfolipido
mas adecuado puede seleccionarse en vista de la tasa de encapsulacién del farmaco, estabilidad en una
preparacion farmacéutica, cambios farmacocinéticos in vivo tras la administracion, etc.

En esta memoria descriptiva, “fosfatidilcolinas de yema de huevo hidrogenadas” se refieren a aquellas obtenidas
mediante hidrogenacion de fosfatidilcolinas derivadas de yema de huevo. Los ejemplos de fosfatidilcolinas de yema
de huevo hidrogenadas preferidas incluyen aquellas que comprenden como componente principal una fosfatidilcolina
en la que el resto acilo es un grupo acilo derivado de un acido graso de cadena lineal saturado C1.18. En la presente
invencion, “fosfatidilcolinas de yema de huevo hidrogenadas purificadas” se refieren a aquellas obtenidas mediante
purificacion de fosfatidilcolinas de yema de huevo hidrogenadas. Por ejemplo, pueden usarse fosfatidilcolinas de
yema de huevo hidrogenadas que tienen una pureza del 80% o mas, y preferiblemente el 90% o mas.
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En esta memoria descriptiva, “fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas” se refieren a aquellas obtenidas mediante
hidrogenacion de fosfatidilcolinas derivadas de soja. Los ejemplos de fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas
preferidas incluyen aquellas que comprenden, como componente principal, una fosfatidilcolina en la que el resto
acilo es un grupo acilo derivado de un acido graso de cadena lineal saturado Cie.1s. En la presente invencion,
“fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas” se refieren a aquellas obtenidas mediante purificacion de
fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas. Por ejemplo, pueden usarse fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas que tienen
una pureza del 80% o mas, preferiblemente el 90% o mas.

Para estabilizar de manera fisica o quimica la bicapa lipidica y para ajustar la fluidez de membrana, la bicapa lipidica
puede comprender, por ejemplo, colesterol, acido succinico de colesterol, lanosterol, dihidrolanosterol, desmosterol,
dihidrocolesterol, y esteroles similares derivados de animales; estigmasterol, sitosterol, campesterol, brasicasterol, y
esteroles similares derivados de plantas (fitoesteroles); cimosterol, ergosterol, y esteroles similares derivados de
microorganismos; glicerol, sacarosa, y sacaridos similares; trioleina, trioctanoina y ésteres de acidos grasos de
glicerina similares. Estos pueden usarse de manera individual, o en una combinacion de dos o mas. La cantidad de
los mismos no esta particularmente limitada, pero es preferiblemente del 10 al 50% (razén molar), y mas
preferiblemente del 20 al 40% (razén molar), basandose en la cantidad total de los lipidos que forman la bicapa
lipidica.

La bicapa lipidica puede comprender tocoferol, galato de propilo, palmitato ascorbilo, hidroxitolueno butilado, y
agentes antioxidantes similares; estearilamina, oleilamina, y materiales cargados similares para proporcionar una
carga positiva; fosfato de dicetilo y materiales cargados similares para proporcionar una carga negativa; y proteina
extrinseca de membrana, proteina intrinseca de membrana, y proteinas de membrana similares. La cantidad de los
mismos puede ajustarse de manera conveniente.

Modificar ain mas la superficie de la membrana liposomal con un ligando segun se desee puede mejorar aun mas la
estabilidad liposomal en sangre, distribucion tisular, y transporte tejidos tumorales. Los ejemplos de tales ligandos
incluyen polimeros hidréfilos tales como polietilenglicol y poliglicerina, lipidos que contienen grupo funcional basico
tal como un grupo amina, un grupo amidina, o un grupo guadinina (a continuacién en el presente documento
denominados “lipidos cationizados”), péptidos, lectinas, anticuerpos, sacaridos, glicoproteinas y glicolipidos.

En la presente invencion, el “polietilenglicol” incluye no sélo polietilenglicol sin sustituciones, sino también derivados
de polietilenglicol que tienen una cadena lateral oledfila (hidréfoba) unida de manera covalente. Los ejemplos
especificos de la cadena lateral oledfila incluyen cadenas alquilo, fosfolipidos, y colesteroles. Son preferibles
fosfolipidos que tienen un polietilenglicol unido de manera covalente. Los ejemplos de fosfolipidos que tienen un
polietilenglicol unido de manera covalente incluyen EPC (fosfatidilcolina de huevo), DLPC (dilinoleoilfosfatidilcolina),
DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina), DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina), DSPC (distearoilfosfatidilcolina), POPC
(palmitoiloleoilfosfatidilcolina), DOPC (dioleoilfosfatidilcolina), DSPE (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina),
DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamina), y SOPE (esteariloleoilfosfatidilcolina). Entre estos, EPC, DOPC, DSPE, DOPE,
SOPE, y similares son preferibles, y DSPE es mas preferible. Puede usarse una amplia variedad de derivados de
polietilenglicol que se usan habitualmente para mejorar la estabilidad de los liposomas como derivados de
polietilenglicol. De manera similar, en la presente invencion, la “poliglicerina” no sélo incluye poliglicerina sin
sustituciones, sino también derivados de poliglicerina que tienen una cadena lateral oledfila (hidréfoba) unida de
manera covalente. Los ejemplos especificos de la cadena lateral oledfila incluyen cadenas alquilo, fosfolipidos, y
colesteroles. Puede usarse una amplia variedad de derivados de poliglicerina que se usan habitualmente para
mejorar la estabilidad de los liposomas como derivados de poliglicerina. Si es necesario, la fase acuosa usada como
base puede contener ademas agentes isoténicos (por ejemplo, manitol, glicerol, sacarosa, glucosa, y cloruro de
sodio) y conservantes (por ejemplo, parabenos, clorobutanol, alcohol bencilico, y propilenglicol), siempre que los
efectos de la presente invencién no se vean alterados. El oxaliplatino esta en forma de una disolucién en esta fase
acuosa y esta presente en los liposomas, mientras que MES, que es un estabilizador, estd en forma de una
disolucion en fase acuosa y esta presente fuera los liposomas.

Ademas, una pequefia cantidad de taurina puede afadirse fuera de los liposomas para ayudar a la accion
estabilizadora liposomal de MES. La cantidad de taurina anadida no es mas de 1 parte en masa, preferiblemente de
0,0001 a 0,5 partes en masa, por parte en masa de MES.

La preparacion de liposomas de la presente invencion esta preparada usando un método conocido. Los ejemplos de
un método conocido para preparar una preparacion de liposomas incluyen un método de evaporaciéon en fase
inversa (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 75-4194, 1978, documento WO97/48398), un método de congelacion y
descongelacion (Arch. Biochem. Biophys, vol. 212, 186, 1981), un método de gradiente de pH (Biochem. Biophys.
Acta, vol. 816, 294, 1985, documento JPH7-165560A), y un método de hidratacion.

Entre estos métodos, cuando se usa el método de evaporacion en fase inversa, puede producirse la preparacion de
liposomas de la presente invencion, por ejemplo, mediante el siguiente proceso. Un componente lipidico se disuelve
en un disolvente tal como cloroformo, éter, o etanol, y la disolucién resultante se coloca en un matraz de
recuperacion. El disolvente se elimina por destilacion a presion reducida para formar una pelicula fina de lipido.
Después, se afiade un liquido mixto que contiene cloroformo y dietil éter con una razén de cloroformo/dietil éter de
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1/2 para disolver la pelicula fina. Se afiade una disolucion acuosa de oxaliplatino a lo anterior, y se sonica la mezcla
a 25°C durante 15 minutos para obtener una emulsion. Después, la porcion de disolvente organico se elimina
mediante destilacion a presion reducida usando un evaporador durante aproximadamente 1 hora mientras se agita
con vortex para invertir una emulsidon de agua en aceite en una emulsion de aceite en agua. Se forman por tanto
liposomas, y el oxaliplatino se encapsula simultdneamente en los liposomas.

Un ejemplo de produccién de liposomas usando un método de hidratacion se describe a continuacion. Después de
que uno o mas componentes lipidicos, tales como fosfolipidos, colesteroles, y derivados de alto peso molecular, se
disuelven en un disolvente organico, el disolvente organico se elimina mediante evaporacion para obtener una
membrana lipidica. Los ejemplos del disolvente organico usado en este proceso incluyen hidrocarburos tales como
pentano, hexano, heptano, y ciclohexano; hidrocarburos halogenados tales como cloruro de metileno y cloroformo;
hidrocarburos aromaticos tales como benceno y tolueno; alcoholes inferiores tales como metanol y etanol; ésteres
tales como acetato de metilo y acetato de etilo; y cetonas tales como acetona. Estos pueden usarse de manera
individual, o en una combinacién de dos o mas.

Después de que uno o mas lipidos que son un componente de la bicapa lipidica se disuelven en un disolvente
organico, el disolvente organico se elimina mediante evaporacion para obtener una membrana lipidica. Después, la
membrana lipidica se hidrata con una disolucion acuosa de oxaliplatino, y se agita o ultrasonica para producir
liposomas.

Alternativamente, la preparacion de liposomas de la presente invencion también puede producirse segun el siguiente
ejemplo de produccién. Uno o lipidos formadores de membrana liposomal (por ejemplo, fosfolipidos, colesteroles, y
derivados de polimero hidrofilo) se disuelven en un disolvente organico volatil, preferiblemente etanol absoluto,
mientras se calienta para obtener una disolucion lipidica. La temperatura de calentamiento debe fijarse en no menos
que la temperatura de transicién de fase de los fosfolipidos usados. Cuando se usa HSPC, la temperatura de
calentamiento es de 50 a 80°C, y es preferiblemente de 60 a 70°C. Después, se disuelven en agua un agente
modulador osmético, un ajustador de pH, oxaliplatino, etc. Después de que la disolucion resultante se caliente hasta
una temperatura similar a la temperatura de la disolucion lipidica, la disolucion se mezcla con la disolucion lipidica, y
se agita para obtener una dispersion liposomal bruta. La agitacion puede llevarse a cabo usando un agitador
magnético, un agitador de estilo de hélices, o similares. Ademas, la dispersién puede emulsionarse usando una
homomezcladora o similares, si fuera necesario.

La composicion liposomal usada en la presente invencion comprende preferiblemente un HSPC, colesterol, y un
fosfolipido unido a polietilenglicol (por ejemplo, DSPE unido a polietilenglicol). Especificamente, la razén de
composicion liposomal (en una base molar) es preferiblemente tal que la razén de fosfolipido:colesterol: fosfolipido
que tiene un polietilenglicol unido de manera covalente es preferiblemente de 1:0,01 a 2:0,005 a 0,5, y mas
preferiblemente de 1:0.1 a 1:0,01 a 0.1.

Se ha informado que el tamafo de particula de los liposomas afecta de manera importante a la biodistribucién de
oxaliplatino encapsulado y transporte en tejidos tumorales (Biol. Pharm. Bull., vol. 17, 935, 1994). Para obtener
liposomas de tamafio uniforme y apropiado que contienen oxaliplatino en los mismos, el dimensionado de las
particulas se lleva a cabo preferiblemente en la presente invencion. Por ejemplo, tratamiento supersoénico usando un
biodisruptor (producido por Nippon Seiki Co., Ltd., etc.) o emulsificacion a altas presiones usando un nanomizador
(producido por Yoshida Kikai Co., Ltd.) pueden llevarse a cabo para ajustar el tamafio de la particula de los
liposomas a un tamafio de particula medio de aproximadamente 100 a 200 nm. Alternativamente, la disolucién
liposomal puede verse sujeta a dimensionado (0,4 pm, 0,2 pm, 0,1 um y 0,08 um) a una presion de nitrégeno
usando diversos filtros de membrana policarbonados para ajustar el tamafio de particula medio a aproximadamente
de 100 a 300 nm.

El término “tamafio de particula medio” tal como se usa en el presente documento se refiere a un diametro de
particula promedio determinado mediante un método de dispersién dinamica de luz usando un FPAR-1000
(producido por Otsuka Electronics Co., Ltd.).

La preparacion de liposomas segun la presente invencion puede obtenerse, por ejemplo, mediante métodos
descritos en los documentos W02009/096487, JP2004-10481A, WO2007/099377, y JP2006-248978A que divulgan
preparaciones de liposomas encapsulantes de oxaliplatino.

En una realizacion preferida, la preparacion de liposomas de la presente invencidon se produce usando una
disolucion de oxaliplatino preparada disolviendo oxaliplatino en una disolucion de sacarosa del 1 al 20% a una
concentracion de 1 a 20 mg/ml. La preparacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino asi obtenida esta sujeta,
si es necesario, a ultracentrifugacion, filtracién en gel, ultrafiltracion, o dialisis, que pueden llevarse a cabo de
manera individual o en una combinacién conveniente, para de este modo eliminar el oxaliplatino sin encapsular en el
liposoma.

La preparacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino obtenida por el método anterior puede usarse sin
modificar como dispersion acuosa. Sin embargo, en vista de la duracién del periodo de almacenamiento,
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condiciones de almacenamiento, etc., la preparacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino puede liofilizarse y
almacenarse después de afiadir un excipiente, tal como manitol, trehalosa, lactosa, o glicina, y el producto resultante
puede usarse como dispersion acuosa que contiene MES de la presente invencion. Alternativamente, la preparacion
de liposomas encapsulantes de oxaliplatino puede crioconservarse después de afiadir un agente de
crioconservacion, tal como glicerol, y el producto resultante puede usarse como dispersién acuosa que contiene
MES de la presente invencion.

En una realizacion preferida, la preparacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino contiene oxaliplatino en una
cantidad de 1 a 100 pg/mg de fosfolipidos, preferiblemente de 5 a 60 pug/mg de fosfolipidos, y mas preferiblemente
de 10 a 50 ug/mg de fosfolipidos.

La preparacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente invencion tiene un diametro de particula
medio de preferiblemente 50 a 300 nm, mas preferiblemente de 80 a 200 nm, e incluso mas preferiblemente de 100
a 150 nm.

La dispersion liposomal de la presente invencién puede usarse tanto in vivo como in vitro. Cuando la dispersion
liposomal de la presente invencion se usa in vivo, la via de administracién puede ser, por ejemplo, inyeccion
intravenosa o goteo intravenoso. La dosis y frecuencia de administracion pueden ajustarse de manera conveniente
segun la cantidad de oxaliplatino encapsulado en la dispersion liposomal de la presente invencion, el paciente, etc.

Una caracteristica de la dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente invencién es
que el oxaliplatino esta contenido en la fase acuosa interna de los liposomas. La dispersiéon acuosa de liposomas
encapsulantes de oxaliplatino de la presente invencion incluye, siempre que los efectos de la presente invencién se
mantengan, aquellas en las que una porcion de oxaliplatino permea la bicapa lipidica y se filtra a la fase acuosa
externa. De manera similar, la dispersién acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente
invencion incluye ademas, siempre que los efectos de la presente invencion se mantengan, aquellas en las que una
porcién del MES presente en la fase acuosa externa penetra en la fase acuosa interna.

La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino se suspende o diluye generalmente con una
disolucion acuosa fisioldgicamente aceptable, y se usa como una preparacion inyectable (preparacion administrada
de manera intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, o subcutanea). Sin embargo, la dispersion acuosa de
liposomas encapsulantes de oxaliplatino puede también procesarse y usarse como una preparacion oral, una
disolucién oftalmica, un pulverizador nasal, un inhalante, un supositorio, una preparacién transdérmica, una
preparacion transmucosa, etc. En este caso, la dispersién acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino
adopta la forma de una composicién farmacéutica de manera usual usando uno o mas portadores farmacéuticos
adecuados. Los ejemplos de portadores que pueden usarse incluyen aquellos que se usan comunmente en
preparaciones farmacéuticas convencionales. Los ejemplos especificos de los mismos incluyen agentes isotonicos,
ajustadores de pH, conservantes, estabilizadores, colorantes, correctores, agentes enmascarantes de olor, y
tensioactivos. Estos portadores pueden usarse siempre que los efectos de la presente invenciéon no se vean
afectados.

No hay limitacién particular sobre el tipo de tumor maligno que puede tratarse administrando la preparacion
farmacéutica de la presente invencién. Los ejemplos del tumor maligno incluyen canceres epiteliales (por ejemplo,
canceres respiratorios, canceres del aparato digestivo, canceres del aparato reproductor y canceres del sistema
endocrino), sarcomas, y tumores de células hematopoyéticas, preferiblemente canceres epiteliales, y mas
preferiblemente canceres del aparato digestivo. No hay limitacion particular sobre el 6rgano en el que el tumor se
origina. Los ejemplos especificos incluyen cancer de pulmoén, cancer gastrico, cancer de colon, cancer de recto,
cancer de esodfago, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatico, cancer de vesicula biliar/via biliar,
cancer de pancreas, cancer de utero, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer renal, cancer de vejiga,
cancer de prostata, cancer de faringe, tumor cerebral, leucemia, melanoma y linfoma maligno. En particular, se
espera que una combinacién de la preparacion farmacéutica con un agente anticancerigeno basado en 5-FU
proporcionen un efecto destacable en cancer de colon, cancer de recto, cancer gastrico, cancer de esofago, cancer
de mama, y cancer de cabeza y cuello. Ademas, también se espera un efecto destacable en tumores
farmacorresistentes tipicos y tumores que estan desarrollando resistencia a farmacos.

La cantidad de oxaliplatino que va a contenerse en tal forma farmacéutica unitaria varia dependiendo del estado del
paciente a quien se le administra, o de la forma farmacéutica. La cantidad deseable de oxaliplatino por unidad de
forma farmacéutica es normalmente de aproximadamente 0,05 a 1.000 mg en preparaciones orales,
aproximadamente de 0,01 a 500 mg en inyecciones, y aproximadamente de 1 a 1.000 mg en supositorios.

La dosis diaria del farmaco en tal forma farmacéutica varia dependiendo del estado, peso corporal, edad, sexo, etc.,
del paciente, y no puede generalizarse. La dosis diaria para adultos (pero corporal: 50 kg) puede ser normalmente
de aproximadamente 0,05 a 5,000 mg, preferiblemente de 0,1 a 1,000 mg, que se administra preferiblemente de una
vez o dividida en aproximadamente dos o tres porciones al dia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2733061 T3

Los ejemplos de mamiferos a los que se administra la dispersidon acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino
de la presente invencion incluyen humanos, monos, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, vacas, caballos, cerdos y
ovejas. La dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente invencién tiene un efecto
potenciador de la actividad antitumoral de agentes antitumorales. Por consiguiente, la dispersion acuosa de
liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente invenciéon puede usarse como potenciador de efecto
antitumoral para potenciar la actividad antitumoral de un agente antitumoral.

Pueden usarse una amplia variedad de agentes antitumorales conocidos como agente antitumoral que va a usarse
en combinacién con la dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino de la presente invencién. Los
ejemplos de tales agentes antitumorales incluyen 5-fluorouracilo, doxifluridina, capecitabina, un farmaco
anticancerigeno combinado que contiene tres componentes, es decir, tegafur, gimeracilo y oteracilo potasio, como
principios activos, y CPT-11.

El potenciador de efecto antitumoral de la presente invencidon de manera separada o concurrente con un agente
antitumoral. Mas especificamente, el potenciador de efecto antitumoral de la presente invencién puede administrarse
de manera concurrente o en cualquier momento antes o después de la administracion del agente antitumoral usado
en combinacion con el mismo. Preferiblemente, el potenciador de efecto antitumoral se administra de manera
concurrente o en el plazo de 4 horas antes o después de la administracion del agente antitumoral, y mas
preferiblemente en el plazo de 2 horas antes o después de la administracion del agente antitumoral.

Cuando el potenciador de efecto antitumoral se administra de manera concurrente con o separada del agente
antitumoral, el potenciador de efecto antitumoral se administra preferiblemente en una cantidad tal que la cantidad
de oxaliplatino por mol del agente antitumoral esta dentro del intervalo de aproximadamente 0,1 a 5 moles,
preferiblemente de aproximadamente 0,1 a 3 moles, y mas preferiblemente de aproximadamente 0,2 a 2 moles.

Ejemplos

A continuacion se proporcionan ejemplos de produccion, ejemplos de referencia, ejemplos, ejemplos comparativos y
ejemplos de prueba para ilustrar la invencion en mas detalle; sin embargo, el alcance de la invencion no esta
limitado por estos ejemplos y ejemplos de prueba.

Ejemplo 1
(1) Preparacion de la disolucion de MES

Se prepard una disolucién acuosa 3 mM de acido 2-morfolinoetanosulfénico (producido por Dojindo Laboratories
Co., Ltd., cadigo de producto: 349-01623) (a continuacion en el presente documento denominada “disoluciéon de
MES”) y se ajust6 a un pH de 6,0 a 6,5 con NaOH 0,1 N.

(2) Preparacion de muestras para evaluar la compatibilidad

Se afiadieron 1,12 g de un polvo lipidico mixto (HSPC/Chol/mPEG2000-DSPE = 2/1/0,1, mol/mol) con agitacion a
50 ml de una disolucion de sacarosa al 10% calentada hasta de 60 a 70°C. Se cre6 entonces un estado de emulsion
mas homogéneo mediante el uso de una homomezcladora o similar seguin fuese apropiado. Después, se hizo pasar
la emulsion a través de un filtro de policarbonato con un diametro de poro de 0,2 um varias veces para obtener una
dispersion de liposomas placebo con un tamafio de particula medio de 100 a 200 nm. Se us6 esta dispersidon como
muestra de HSPC.

Se afadio la disolucion de MES preparada anteriormente en (1) a 1 ml de la muestra de oxaliplatino (disolucion
acuosa 1 mg/ml) para hacer que el volumen total fuera de 20 ml. Se us6 la mezcla resultante como una muestra
para evaluar la compatibilidad de oxaliplatino con MES. De manera similar, se afiadié la disoluciéon de MES a 1 ml de
la muestra de HSPC para hacer que el volumen total fuera de 20 ml. Se usé la mezcla resultante como muestra para
evaluar la compatibilidad de HSPC con MES.

Ejemplo comparativo 1

Se afiadié una disolucion de sacarosa al 10% a 1 ml de la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC
de la misma manera que en el ejemplo 1 para hacer que el volumen total de cada muestra fuera de 20 ml. Se usé
cada mezcla como muestra para evaluar la estabilidad de oxaliplatino libre de estabilizadores o HSPC libre de
estabilizadores.

Ejemplo comparativo 2

Se preparé un tampon citrato 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se anadié este tampédn citrato a 1 ml de la muestra de
oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC de la misma manera que en el ejemplo 1 para hacer que el volumen
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total de cada mezcla fuera de 20 ml. Se us6 cada mezcla como muestra para evaluar la compatibilidad de
oxaliplatino o HSPC con acido citrico.

Ejemplo comparativo 3

Se prepard un tampén acido tartarico 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se afadié este tampdn acido tartarico a 1 ml de
la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC de la misma manera que en el ejemplo 1 para hacer que
el volumen total de cada mezcla fuera de 20 ml. Se us6 cada mezcla como muestra para evaluar la compatibilidad
de oxaliplatino o HSPC con acido tartarico.

Ejemplo comparativo 4

Se prepard una disolucién acuosa de histidina 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se afiadié esta disolucion acuosa de
histidina a 1 ml de la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC de la misma manera que en el ejemplo
1 para hacer que el volumen total de cada mezcla fuera de 20 ml. Se usé cada mezcla como muestra para evaluar la
compatibilidad de oxaliplatino o HSPC con histidina.

Ejemplo comparativo 5

Se preparé una disolucién acuosa de taurina 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se afiadié esta disolucién acuosa de
taurina a 1 ml de la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC para hacer que el volumen total de cada
mezcla fuera de 20 ml. Se us6 cada mezcla como muestra para evaluar la compatibilidad de oxaliplatino o HSPC
con taurina.

Ejemplo comparativo 6

Se preparé una disolucion acuosa de Tris 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se afadio esta disolucion acuosa de Tris a
1 ml de la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC de la misma manera que en el ejemplo 1 para
hacer que el volumen total de cada mezcla fuera de 20 ml. Se usé cada mezcla como muestra para evaluar la
compatibilidad de oxaliplatino o HSPC con Tris.

Ejemplo comparativo 7

Se preparé una disolucion acuosa de HEPES 3 mM con un pH de 6,0 a 6,5. Se afiadié esta disolucién acuosa de
HEPES a 1 ml de la muestra de oxaliplatino y a 1 ml de la muestra de HSPC de la misma manera que en el ejemplo
1 para hacer que el volumen total de cada mezcla fuera de 20 ml. Se usé cada mezcla como muestra para evaluar la
compatibilidad de oxaliplatino o HSPC con HEPES.

Ejemplo de prueba 1 Evaluacion de la compatibilidad de oxaliplatino y HSPC con diversos aditivos (Prueba de
estabilidad)

Se colocaron las muestras obtenidas en ejemplo 1 a ejemplo comparativo 7 en viales, que se sellaron
herméticamente. Después, se almacenaron las muestras que contenian oxaliplatino a 60°C, mientras que las
muestras que contenian HSPC se almacenaron a 40°C. Las concentraciones de oxaliplatino y HSPC en las
muestras se determinaron por HPLC, y la compatibilidad se evalu6 comparando los valores iniciales y los valores
después de 10 dias de almacenamiento. La tabla 1 muestra los porcentajes de concentraciones de oxaliplatino y
HSPC después de 10 dias de almacenamiento en relacién con las concentraciones iniciales.

Tabla 1

Evaluacioén de la compatibilidad de la disolucion de oxaliplatino y lisosomas placebo con diversos aditivos

Porcentaje del contenido
después de 10 dias de | Ejemplo | Ej. comp. 1 2 3 Ej. Ej. Ej. Ej.
almacenamiento en 1 Libre de coAmg. coAmz. comp. 4 | comp. 5 | comp. 6 | comp. 7
relacion con las MES estabilizador \cldo €I | Histidina | Taurina Tris HEPES
condiciones iniciales (%) citrico | tartarico

Ej. Ej.

Muestra que contiene
oxaliplatino (condiciones

. . 79,4 85,2 1,6 30,6 ND 75,9 58,0 51,0
de almacenamiento:
60°C)
Muestra que contiene
HSPC (condiciones de 83,8 48,5 97,2 79,8 94,4 40,9 96,1 78,1

almacenamiento: 40°C)

ND: La sustancia diana no se detecté después del almacenamiento
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Los resultados de la tabla 1 revelan lo siguiente. En el ejemplo 1, la adicion de MES provoca poca degradacion del
oxaliplatino (equivalente al ejemplo comparativo 1 libre de tampén), y hubo también poca degradacion de HSPC. En
cambio, en los ejemplos comparativos 1y 5, a pesar de que hubo poca degradacion de oxaliplatino, el HSPC se
degraddé en gran medida, y los resultados sugieren la necesidad de afadir un estabilizador. En los ejemplos
comparativos 2 a 4, 6, y 7, a pesar de que se estabilizé el HSPC, la degradacion de oxaliplatino se acelero.

Ejemplo de produccién1

Se afadieron aproximadamente 60 g de un polvo lipidico mixto (HSPC/Chol/mPEG2000-DSPE = 2/1/0,1, mol/mol)
con agitacion a 100 ml de etanol absoluto calentado hasta de 60 a 70°C para obtener una disolucion lipidica. Se
afiadio esta disolucion lipidica a 900 ml de una disolucién de sacarosa al 10% que contenia 8 mg/ml de oxaliplatino,
que también se habia calentado de antemano hasta de 60 a 70°C. Se agit6 la mezcla resultante. Se cred entonces
un estado de emulsién mas homogéneo mediante el uso de una homomezcladora o similar segun fuese apropiado.
Después, se hizo pasar la emulsion a través de un filtro de policarbonato con un diametro de poro de 0,2 um varias
veces para obtener una dispersion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino con un tamafio de particula medio de
100 a 200 nm.

Después, se elimind el oxaliplatino sin encapsular mediante ultrafiltracién usando una membrana de ultrafiltracion de
flujo tangencial (PES, 300 kDa, 0,1 m?) para obtener liposomas encapsulantes de oxaliplatino (a continuacion en el
presente documento denominados “muestra liposomal n.° 1”).

Ejemplo 2

Se prepardé una disoluciéon acuosa con alta concentracion de MES y se afiadi6 a la muestra liposomal n.° 1 obtenida
en el ejemplo de produccion 1 en una cantidad tal que la concentracion de MES en la formulaciéon resultante fue de
3 mM. Después, se ajusto la mezcla resultante a un pH de 6,0 a 6,5 con NaOH 0,1 N para obtener una dispersion
acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino a la que se le afadié MES.

Ejemplo comparativo 8

Se uso6 la muestra liposomal n.° 1 obtenida en el ejemplo de produccién 1 sin modificar como una formulacién libre
de aditivos.

Ejemplo comparativo 9

Se prepard una disoluciéon acuosa con alta concentracion de Tris y se afadié a la muestra liposomal n.° 1 en una
cantidad tal que la concentracion de Tris en la formulacién resultante fue de 3 mM. Después, se ajusté la mezcla
resultante a un pH de 6,0 a 6,5 usando una disolucion de acido sulfarico (acido sulfurico diluido 1:100) para obtener
una formulacion a la que se le afiadié Tris.

Ejemplo comparativo 10

Se prepard una disolucion acuosa con alta concentracion de histidina y se afadié a la muestra liposomal n.° 1 en
una cantidad tal que la concentracién de histidina en la formulacion resultante fue de 3 mM. Después, se ajusto la
mezcla resultante a un pH de 6,0 a 6,5 usando una disolucién de acido sulfurico (acido sulfurico diluido 1:100) para
obtener una formulacién a la que se ha anadido histidina.

Ejemplo de prueba 2 Efecto estabilizador de MES sobre formulacion de liposoma que contiene oxaliplatino - 1

Se colocaron las muestras obtenidas en el ejemplo 2 y los ejemplos comparativos 8 a 10 en viales, que se sellaron
herméticamente. Las muestras se almacenaron entonces a 40°C. El tamafio de particula medio de las muestras se
determiné mediante dispersion dinamica de luz, y las concentraciones de oxaliplatino y HSPC se determinaron
mediante HPLC. El efecto estabilizador se evalué mediante la comparacion de los valores iniciales con los valores
después de un mes de almacenamiento. La tabla 2 muestra los resultados.

Tabla 2

Efecto estabilizador de farmaco de diversos aditivos (almacenados a 40°C)

Ejemplo 2 Ej. comp. 8 Ej. comp. 9 Ej. comp. 10
Valor | Des- % Valor | Des- % Valor | Des- % Valor | Des- %
inicial | pués inicial | pués inicial | pués inicial | pués
de un de un de un de un
mes mes mes mes
Tamaio | 147,1 | 153.3 151,1 | 162,9 1446 | 162,0 152,8 | 159,1
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de
particula
medio
(nm)
Concen- | 0,92 0.88 95,7 0,96 0,92 95,8 0,92 0,82 89,1 0,94 9,69 73,4
tracion
de
L-OHP
(mg/ml)
Concen- | 28,8 25.0 86,8 30,7 30,1 48,2 30,1 17,6 58,5 31,1 26,4 84,3
tracion
de
HSPC
(mg/ml)
pH 6.3 6.1 5,3 6,2 6,2 3,9 6,5 54

Tal como se muestra en la tabla 2, en el ejemplo comparativo 8 6 9, la concentracion de HSPC se redujo a
aproximadamente la mitad del valor inicial. Los resultados confirmaron la degradacion de fosfolipidos formadores de
liposomas. En el ejemplo comparativo 10, mientras que la reduccion de la concentracion de HSPC se vio suprimida,
se observo reduccion de la concentracion de L-OHP. En cambio, en el ejemplo 2, se mejoré en gran medida la
reduccion de la concentracion de HSPC sin afectar la concentracion de L-OHP.

Ejemplo de prueba 3 Efecto estabilizador de MES sobre formulacion de liposoma que contiene oxaliplatino - 2

Se colocaron las muestras obtenidas en el ejemplo 2 y el ejemplo comparativo 8 en viales, que se sellaron
herméticamente. Las muestras se almacenaron entonces a de 2 a 8°C. El tamafio de particula medio de cada
muestra se determind mediante dispersion dinamica de luz, y las concentraciones de oxaliplatino y HSPC se
determinaron mediante HPLC. El efecto estabilizador se evalué comparando los valores iniciales con los valores
después de 6 meses de almacenamiento. La tabla 3 muestra los resultados.

Tabla 3

Efecto estabilizador de MES sobre la preparacion farmacéutica (5°C)

Ejemplo 2 Ej. comp.8
Valor inicial Después de 6 % Valor inicial Después de 6 %
meses meses
Tamaiio de 159,9 151,6 94,8 154,2 152,2 98,7
particula
promedio
(nm)
Concentracion 0,94 ,095 101,1 0,95 0,97 10,1
de L-OHP
(mg/ml)
Concentracion 31,1 31,0 99,7 31,1 24,9 79,9
de HSPC
(mg/ml)
pH 6,3 6,1 97,8 51 4.4 85,7

Los resultados de la tabla 3 también confirmaron la reduccién de la concentracion de HSPC y del pH en el ejemplo
comparativo 8, mientras que la degradacion de HSPC se vio suprimida sin afectar la concentracion de L-OHP en la
formulacion del ejemplo 2.

Ejemplo de prueba 4 Relacion entre la estabilizacion de la formulacion mediante MES y propiedades de la
formulacion de liposomas encapsulantes de oxaliplatino

Se colocaron las muestras obtenidas en el ejemplo 2 y el ejemplo comparativo 8 en viales, que se sellaron
herméticamente. Las muestras se almacenaron entonces a 25°C durante 4 meses. Después del almacenamiento, se
administraron las formulaciones del ejemplo 2 y el ejemplo comparativo 8 a ratones macho BALB/c a través de la
vena de la cola a una dosis de oxaliplatino de 4,2 mg/kg. Después de 6, 24, y 72 horas, se extrajo sangre para
obtener plasma sanguineo. Se determind la concentracion de Pt en plasma sanguineo usando un espectrémetro de
absorcién atéomica. La figura 1 muestra los resultados.
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En comparacién con el ejemplo 2, la formulacion del ejemplo comparativo 8 cuya degradacion progresé tuvo una
corta circulacion en sangre, mientras que la formulacion del ejemplo 2 mantuvo una circulaciéon en sangre elevada
equivalente al nivel inmediatamente posterior al almacenamiento en el ejemplo 2.

Ejemplo 3 (referencia)

Se afadieron aproximadamente 40 g de DSPC, aproximadamente 4,8 g de colesterol, y aproximadamente 7,5 g de
mPEG2000-DSPE con agitaciéon a 100 ml de etanol absoluto calentado hasta de 60 a 70°C para obtener una
disolucion lipidica (DSPC/Chol/mPEG2000-DSPE = 2/0,5/0,1, mol/mol). Se afadié esta disolucion lipidica a 900 ml
de una disolucion de sacarosa al 10% que contenia 8 mg/ml de oxaliplatino, que también se habia calentado de
antemano hasta de 60 a 70°C. Se agité la mezcla resultante. Se cred entonces un estado de emulsion mas
homogéneo mediante el uso de una homomezcladora o similar segun fuese apropiado. Después, se hizo pasar la
emulsion a través de un filtro de policarbonato con un diametro de poro de 0,2 um varias veces para obtener una
dispersién de liposomas encapsulantes de oxaliplatino con un tamario de particula medio de 100 a 200 nm.

Después, se elimind el oxaliplatino sin encapsular mediante ultrafiltracién usando una membrana de ultrafiltracion de
flujo tangencial (PES, 300 kDa, 0,1 m?) para obtener liposomas encapsulantes de oxaliplatino.

Se prepard una disolucién acuosa con alta concentracion de MES y se afiadid a los liposomas obtenidos
anteriormente en una cantidad tal que la concentraciéon de MES en la formulacién resultante fue de 1 mM. Después,
se ajustd la mezcla resultante a un pH de 6,0 a 6,5 con NaOH 0,1 N para obtener una dispersién acuosa de
liposomas encapsulantes de oxaliplatino a los que se le ha afiadido MES.

Ejemplo 4 (referencia)

Se afadieron aproximadamente 37 g de DPPC, aproximadamente 10 g de colesterol, y aproximadamente 15 g de
mPEG2000-DSPE con agitaciéon a 100 ml de etanol absoluto calentado hasta de 60 a 70°C para obtener una
disolucion lipidica (DPPC/Chol/mPEG2000-DSPE = 2/1/0.2, mol/mol). Se afiadié esta disolucion lipidica a 900 ml de
una disolucion de sacarosa al 10% que contenia 8 mg/ml de oxaliplatino, que también se habia calentado de
antemano hasta de 60 a 70°C. Se agité la mezcla resultante. Se cred entonces un estado de emulsion mas
homogéneo mediante el uso de una homomezcladora o similar segun fuese apropiado. Después, se hizo pasar la
emulsion a través de un filtro de policarbonato con un diametro de poro de 0,2 um varias veces para obtener una
dispersién de liposomas encapsulantes de oxaliplatino con un tamario de particula medio de 100 a 200 nm.

Después, se elimind el oxaliplatino sin encapsular mediante ultrafiltracién usando una membrana de ultrafiltracion de
flujo tangencial (PES, 300kDa, 0,1 m?) para obtener liposomas encapsulantes de oxaliplatino.

Se prepard una disolucién acuosa con alta concentracion de MES y se afiadid a los liposomas obtenidos
anteriormente en una cantidad tal que la concentracién de MES en la formulacién resultante fue de 5 mM. Después,
se ajustd la mezcla resultante a un pH de 6,0 a 6,5 con NaOH 0,1 N para obtener una dispersién acuosa de
liposomas encapsulantes de oxaliplatino a la que se le afiadié MES.

Ejemplo 5 (referencia)

Se afadieron aproximadamente 39 g de HEPC, aproximadamente 15 g de colesterol, y aproximadamente 0.4 g de
mPEG2000-DSPE con agitaciéon a 100 ml de etanol absoluto calentado hasta de 60 a 70°C para obtener una
disolucion lipidica (HEPC/Chol/mPEG2000-DSPE = 2/1,5/0,05, mol/mol). Se afiadi6 esta disolucion lipidica a 900 ml
de una disoluciéon de sacarosa al 10% que contenia 8 mg/ml de oxaliplatino, que también se habia calentado de
antemano hasta de 60 a 70°C. Se agitdé la mezcla resultante. Se cred entonces un estado de emulsion mas
homogéneo mediante el uso de una homomezcladora o similar segun fuese apropiado. Después, se hizo pasar la
emulsion a través de un filtro de policarbonato con un diametro de poro de 0,2 um varias veces para obtener una
dispersién de liposomas encapsulantes de oxaliplatino con un tamario de particula medio de 100 a 200 nm.

Después, se elimind el oxaliplatino sin encapsular mediante ultrafiltracién usando una membrana de ultrafiltracion de
flujo tangencial (PES, 300 kDa, 0,1 m?) para obtener liposomas encapsulantes de oxaliplatino.

Se prepard una disolucién acuosa con alta concentracion de MES y se afiadid a los liposomas obtenidos
anteriormente en una cantidad tal que la concentracién de MES en la formulaciéon resultante fue de 0,1 mM.
Después, la mezcla resultante se ajustd a un pH de 6,0 a 6,5 con NaOH 0,1 N para obtener una dispersién acuosa
de liposomas encapsulantes de oxaliplatino a la que se le afiadi6 MES.
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REIVINDICACIONES

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino que comprende una fase acuosa externa
que contiene acido 2-morfolinoetanosulfénico, en la que los liposomas comprenden, como componente
liposomal, fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun la reivindicacion 1, en la que la
dispersiébn comprende una fase acuosa interna que no contiene sustancialmente acido 2-
morfolinoetanosulfénico.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino segun la reivindicacion 1 6 2, en la que la
dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino seguin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en la que los liposomas comprenden al menos un fosfolipido saturado como componente liposomal.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino seguin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, en la que la cantidad de acido 2-morfolinoetanosulfénico es de 0,00001 a 10 partes en masa por
parte en masa de fosfolipido formador de liposomas.

Uso de acido 2-morfolinoetanosulfénico o sal del mismo como estabilizador para una dispersién acuosa de
liposomas encapsulantes de oxaliplatino, en el que los liposomas comprenden, como componente
liposomal, fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas.

Uso segun la reivindicacion 6, en el que la dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0

Método para estabilizar una dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino, que comprende
afiadir acido 2-morfolinoetanosulfénico o una sal del mismo a la dispersiéon acuosa de liposomas
encapsulantes de oxaliplatino, en el que los liposomas comprenden, como componente liposomal,
fosfatidilcolinas de soja hidrogenadas purificadas.

Método segun la reivindicacion 8, en el que la dispersion tiene un pH de 6,0 a 7,0.

Composicion farmacéutica que comprende la dispersiéon acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino seguin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, para su uso en un método de tratamiento para el cancer.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino seguin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5, para su uso como potenciador de efecto antitumoral para su uso en un método de potenciamiento de
la actividad antitumoral de un agente antitumoral.

Dispersion acuosa de liposomas encapsulantes de oxaliplatino para su uso segun la reivindicaciéon 12,
comprendiendo ademas el uso que administrar un agente antitumoral a un mamifero.
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