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DESCRIPCION
Liposomas liofilizados
Campo técnico

La presente invencion se refiere a composiciones de liposomas liofilizados que contienen al menos dos agentes
terapéuticos o de diagnostico que pueden almacenarse durante periodos prolongados de tiempo y métodos para
producir los mismos. En particular, la invencién se refiere a liposomas liofilizados de bajo colesterol en un medio
externo que comprende un crioprotector que tiene resistencia al congelamiento / descongelamiento y al dafio por
deshidratacion de los liposomas, preservando asi su tamafrio e integridad.

Antecedentes de la invencion

Los liposomas son vesiculas cerradas que tienen al menos una bicapa lipidica que rodea un nucleo acuoso. El
espacio intraliposomal y la o las capas lipidicas pueden atrapar una amplia variedad de sustancias, incluidos
medicamentos, cosmeéticos, reactivos de diagnostico, material genético y compuestos bioactivos. Dado que los
lipidos no toxicos actian como la base de los liposomas, generalmente presentan baja toxicidad. La baja toxicidad,
junto con la capacidad de los liposomas para aumentar la vida util de la circulacion plasmatica de los agentes, da
lugar a los liposomas como vehiculos particularmente Utiles para administrar agentes farmacéuticamente activos. En
muchos casos, los farmacos administrados por liposomas dan como resultado una eficacia clinica superior
combinada con una toxicidad reducida.

La aplicacién practica de las preparaciones liposomales como vehiculos de administracion de farmacos esta limitada
por la estabilidad quimica y fisica de la preparacion. La comercializacion requiere estabilidad a largo plazo tanto a
nivel quimico como fisico. El uso de preparaciones congeladas o liofilizadas (liofilizadas) para evitar la
descomposicion del farmaco labil y / o los componentes lipidicos proporciona alguna mejora en la estabilidad. Sin
embargo, durante el proceso de liofilizacion, la formacion de cristales de hielo puede conducir a la ruptura mecanica,
agregacion y fusion de liposomas (lo que resulta en un aumento del tamafio de los liposomas). Ademas, cuando los
liposomas que contienen farmacos se liofilizan y luego se reconstituyen a temperatura ambiente, a menudo se
producen cambios en la estructura de su (s) bicapa (s) que dan lugar a una fuga acelerada del farmaco.

Los intentos anteriores para preparar composiciones liposomales liofilizadas se han basado en liposomas
convencionales que estan tipicamente en una fase liquida a temperatura corporal donde el movimiento de los lipidos
es fluido y no controlado. Tales liposomas convencionales se dividen en dos categorias. Los primeros se mantienen
en estado liquido porque comprenden lipidos en los que la temperatura cristalina de gel a liquido (T¢) esta por
debajo de la temperatura corporal (es decir, estaran en la fase liquida a temperatura corporal). Estos liposomas se
usan habitualmente en la técnica; sin embargo, la desventaja de ser fluido es la poca retencion de farmacos para
muchos agentes encapsulados.

El segundo tipo de liposomas convencionales nunca experimenta una transicién de liquido a gel porque incluyen
altas cantidades de agentes de rigidez de la membrana, como el colesterol (por ejemplo, 30-45 % en moles). El
colesterol actia para aumentar el grosor y la fluidez de la bicapa, al tiempo que disminuye la permeabilidad de la
membrana, las interacciones proteicas y la desestabilizacion de las lipoproteinas del liposoma. Estas altas
cantidades de colesterol se usan con mayor frecuencia en estudios liposomales e histéricamente se ha ensefiado
que son necesarias para una adecuada estabilidad del suero y la retencion de farmacos in vivo, aunque no todos los
farmacos se pueden retener suficientemente. Ciertos farmacos exhiben mejor retencién de farmacos tanto in vitro
como in vivo en liposomas que no contienen sustancialmente colesterol. Véase, por ejemplo, Dos Santos, y col.,
Biochim. Biophs. Acta, (2002) 1561: 188-201.

Por otro lado, los liposomas en la fase de gel son mas estables y exhiben una retencion de farmaco mejorada. La
presente invencion aprovecha los liposomas que estan en la fase de gel a temperatura corporal (es decir, la
temperatura corporal esta por debajo de la T¢ de los liposomas). Los liposomas en fase de gel se pueden preparar
con varios lipidos; sin embargo, aquellos hechos con lipidos fosfatidil de cadena lateral de acilo mas saturados, tales
como PC de soja hidrogenada, dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) o diestearoil fosfatidilcolina (DSPC), deben tener
menos del 30 % de colesterol para lograr fases de gel a temperatura corporal. Un ejemplo de liposomas
convencionales que no exhiben fases de gel a temperatura corporal son los que estan hechos de fosfatidilcolina de
huevo (EPC) que tienen fugas significativas.

Los intentos anteriores para preparar composiciones liposomales liofilizadas usando liposomas convencionales han
implicado liposomas vacios o liposomas que contienen un solo agente. Pueden emplear un crioprotector,
tipicamente un sacarido, tanto dentro como fuera de los liposomas, o un gran gradiente osmotico a través de la
membrana liposomal.

por ejemplo, los crioprotectores se usaron para proteger contra el dafio por congelacion / descongelacion de los
liposomas EPC 'liquidos' que encapsulan un solo agente cuando estan presentes en cantidades suficientes tanto en
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el interior como en el exterior de los liposomas, idealmente cuando estas cantidades son iguales. Véase, por
ejemplo, La patente de Estados Unidos Nos. 5,077,056 y 4,883,665. La presencia de 1 % -10 % de crioprotector en
el medio liposomal interno conserva una formulacién de doxorrubicina encapsulada en liposoma EPC liofilizada
donde, preferiblemente, la osmolaridad interna esta cerca de la osmolaridad fisiolégica. Véase, por ejemplo, Patente
de Estados Unidos n.° 4,927,571. Se ha demostrado que si no se incluye un crioprotector en el interior de los
liposomas, se produce una pérdida de la integridad de los liposomas tras la reconstitucion, particularmente con
respecto a la retencion de un agente encapsulado. Como se describe, "la prevencion de fugas requiere que el
azucar esté presente tanto dentro como fuera del liposoma" (Lowery, M. (junio de 2002) Drug Development and
Delivery, vol. 2, no. 4).

En un caso, también se ha informado la proteccién contra la agregacion y fusion de vesiculas, asi como contra la
pérdida de un farmaco atrapado, para liposomas de PC de soja hidrogenada: colesterol: DSPE-mPEG (relacion
molar 51: 44: 5) donde la preparacion de liposomas contiene 44 % en moles de colesterol, asi como un crioprotector
y una alta concentracion de sal en el medio externo. La presencia de 44 % de colesterol significa que los liposomas
estaran en la fase liquida a la temperatura corporal o por debajo de ella. Ademas, el efecto protector solo se realiza
si existe un gran gradiente osmdético a través de la membrana de manera que la osmolaridad del liposoma externo
sea significativamente mayor que la osmolaridad interna. VVéase, por ejemplo, el documento WO01/05372.

Los crioprotectores unidos a la membrana también mejoran ain mas la resistencia a la congelacion y liofilizacion de
estos liposomas en fase no gelificada. En particular, se ha informado que los azulcares injertados en EPC o EPC:
colesterol (relacion molar 1: 1) en las superficies de la membrana liposomal a través de conectores oligo (6xido de
etileno) que consisten en una a tres unidades repetitivas son crioprotectores para los liposomas que contienen una
sonda fluorescente. Véase, por ejemplo, Bendas y col., Eur. J. Pharm. Sci. (1996) 4: 211-222; Goodrich y col.,
Biochem. (1991) 30: 5313-5318; y Patente de Estados Unidos n.° 4,915,951. Baldeschwieler y col. informaron que
en ausencia del grupo de azucar terminal, los liposomas preparados con el enlazador de 6xido de oligoetileno en si
mismos no pudieron proteger contra la fusion posterior a la congelacion: Patente de Estados Unidos n.° 4,915,951.

La trehalosa en el medio externo de una formulacién de liposomas de PC que encapsula un Unico agente
proporciona resistencia a la agregacion y fusion de liposomas: Patente de Estados Unidos n.° 6,319,517. Otros
métodos para producir liposomas pequefos estabilizados contra la agregacion requieren la formacién de PC vacios:
liposomas de colesterol (relacion molar 1: 1) a los que se agrega una solucion de azucar y un solo reactivo y luego
se secan. Durante el proceso de secado, un porcentaje del reactivo queda atrapado dentro del liposoma. Segun se
informa, estos liposomas son mas estables tras el almacenamiento que en ausencia de azucar. Véase, por ejemplo,
el documento W099/65465.

Como se ha indicado anteriormente, la mayoria de las técnicas anteriores para la liofilizacion se centraron en la
liofilizacion de liposomas vacios o liposomas que encapsulan un unico agente. La liofilizacion con retencion de
integridad es mas dificil cuando se encapsulan dos o mas agentes, especialmente si los agentes difieren en sus
caracteristicas de solubilidad. La encapsulacion de dos o mas agentes a menudo es util, ya que muchas
enfermedades potencialmente mortales, como el cancer, estan influenciadas por multiples mecanismos moleculares
y, debido a esta complejidad, el logro de la cura con un solo agente se ha encontrado con un éxito limitado. Por lo
tanto, casi todos los tratamientos contra el cancer implican combinaciones de mas de un agente terapéutico. Esto
también es cierto para el tratamiento de otras afecciones, incluidas las infecciones y las enfermedades cronicas.

La publicacion PCT WO03/041681 y el documento US 2011/0002982 informan que los liposomas en fase de gel con
temperaturas de transicion de 38 °C o mas pueden prepararse usando lipidos fosfatidil saturados, como DPPC y
DSPC, y cantidades mas bajas (0-20 %) de colesterol si al menos 1 % en moles de fosfatidilinositol (Pl ) o
fosfatidilglicerol (PG) estan incluidos en las composiciones. Estos liposomas, cuando contienen combinaciones de
irinotecan encapsulado y floxuridina (FUDR), se mostraron estables a la congelacion a -20 °C. La congelacion simple
es generalmente menos dura y menos destructiva para la integridad de los liposomas que la liofilizacion.

El uso de liposomas como vehiculos de suministro para estas combinaciones es ventajoso, particularmente si los
liposomas incluyen, y son capaces de mantener, proporciones de los agentes que no son antagonistas. Este
enfoque general se describe en detalle en la patente de Estados Unidos 7,850,990. La patente anterior ensefia como
determinar las relaciones no antagonistas o sinérgicas de varios agentes terapéuticos, incluidos los agentes
antineoplasicos que mantienen tal no antagonismo o sinergia en un amplio intervalo de concentraciones. La patente
anterior también ensefia que es esencial administrar los farmacos en la proporcion administrada y mantener esa
proporcion permitiendo que los vehiculos de distribucidon controlen la farmacocinética. En la patente anterior se
ejemplifican los liposomas que contienen y mantienen la proporcion de relaciones no antagonistas o sinérgicas de
dos 0 mas agentes terapéuticos, incluidos irinotecan y FUDR. Dichas combinaciones encapsuladas en liposomas se
beneficiarian de las ventajas de almacenarse en forma liofilizada si, tras la reconstitucion, se mantienen la integridad
de los liposomas y la concentracion de los agentes y sus proporciones. Una combinacion particularmente util de
citarabina y daunorrubicina encapsulada en liposomas se describe en La patente de Estados Unidos 8,022,279.

El uso de estas combinaciones en protocolos terapéuticos con resultados sorprendentemente buenos se describe en
los documentos W0O2007/050784 y WO2008/101214. Las formulaciones adicionales con encapsulacion liposomal de
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las opciones de administracion de farmacos deseadas se describen tanto en los documentos W02009/097011 y
WO02009/070761, como en el documento WO02010/043050. Estas formulaciones son simplemente ejemplos de
composiciones Utiles en las que dos o mas agentes terapéuticos estan contenidos en liposomas para la
administracion al paciente.

Como se ha descrito anteriormente, la preparacion de composiciones estables liofilizadas de liposomas en general
que mantienen su integridad tras la reconstitucion ha sido dificil e impredecible. Obtener tales composiciones
liposomales estables para combinaciones de dos o mas agentes es aun mas desafiante. Por lo tanto, el éxito de la
presente invencién en la obtencion de liposomas liofilizados en donde los liposomas contienen dos o mas agentes
terapéuticos o de diagnostico, y en donde mantienen su integridad tras la reconstitucion, es un logro notable.

Divulgacion de la invencion

Se ha informado constantemente que se requiere un crioprotector tanto dentro como fuera de los liposomas para
mantener la integridad de los liposomas tras la reconstituciéon después de la liofilizacion, particularmente para
asegurar la retenciéon de un agente encapsulado. Los presentes inventores han identificado liposomas estables que
no requieren crioprotector interno para la liofilizacion exitosa de liposomas que encapsulan no solo uno, sino dos o
mas agentes activos.

La presente invencion se refiere a preparaciones liposomales de fase gel liofilizadas exitosas que contienen mas de
un agente terapéutico y / o diagnoéstico y no crioprotector interno. Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se dirige a
una composicion liposomal en fase de gel liofilizada que comprende:

(a) liposomas en fase de gel que exhiben una temperatura de fase de fusion (T¢) de al menos 37 °C, en donde
la membrana del liposoma de dichos liposomas comprende no mas de 20 % en moles de colesterol y
comprende al menos 1 % en moles de un fosfatidilglicerol (PG) o un fosfatidilinositol (PI) o ambos, y en donde al
menos dos los agentes terapéuticos y / o diagnosticos estan asociados de manera estable con dichos
liposomas; y

(b) un crioprotector externo a dichos liposomas;
en donde dichos liposomas contienen sustancialmente ningun crioprotector interno, y

en el que, cuando dicha composicion se reconstituye en un vehiculo farmacéutico, el diametro medio de los
liposomas se mantiene por lo que dicho diametro medio no aumenta mas del 50 % en una base ponderada en
volumen en comparaciéon con dicha composicion antes de la liofilizacion, y dichos agentes se retienen en los
liposomas

La integridad de los liposomas se mide asi como el porcentaje de agentes encapsulados retenidos después de la
reconstitucion de los liposomas. Un parametro adicional utilizado como criterio para una liofilizacion satisfactoria es
el cambio minimo en la distribuciéon del tamafo. Una realizacién particularmente importante es aquella en la que los
agentes se encapsulan dentro de los liposomas en una proporcion definida y en la que la proporciéon de estos
agentes se mantiene cuando las formas liofilizadas se reconstituyen.

Las condiciones tipicas para lograr este resultado incluyen el uso de liposomas en fase de gel con temperaturas de
transicion cristalina de gel a liquido (T¢) que son al menos a temperatura ambiente y pueden ser iguales o superiores
a la temperatura del cuerpo humano. Se considera que la temperatura corporal es de aproximadamente 37 °C. Los
liposomas son liposomas bajos en colesterol que se estabilizan con fosfatidilglicerol y / o fosfoinositol. Los liposomas
no contienen sustancialmente ningun crioprotector interno, pero contienen crioprotector externo en sus superficies y,
por lo tanto, se liofilizan en presencia de un medio que contiene crioprotector. El término "sustancialmente sin
crioprotector interno” pretende incluir liposomas que no comprenden crioprotector interno, asi como liposomas que
contienen una cantidad de crioprotector que no afecta el proceso de congelacion y / o liofilizacion de dichos
liposomas (es decir, 125 mM crioprotector o menos, es decir, una cantidad "inactiva"). Por lo tanto, "sustancialmente
sin crioprotector interno" se define como de aproximadamente 0-125 mM de crioprotector dentro de los liposomas.
Es importante tener en cuenta que prevenir la fuga de farmacos después del proceso de liofilizacion es
significativamente mas dificil que la retencion del tamafio de los liposomas. Como se menciond anteriormente, la
retencion de farmacos después de la liofilizacion se ha logrado histéricamente mediante el uso de un crioprotector
tanto en el interior como en el exterior de los liposomas.

Por lo tanto, en una realizacion, los liposomas tienen temperaturas de transicion cristalina de gel a liquido (T¢) de la
membrana a mas de 37 °C de modo que, al menos a temperatura ambiente, por ejemplo, 25° C, la membrana
lipidica es suficientemente gelatinosa para ayudar a retener los medicamentos. Las composiciones permiten la
retencion de agentes encapsulados y una agregacion y fusion reducidas tras la liofilizacion y la reconstitucion,
proporcionando de ese modo composiciones utilizables con una vida util prolongada. La proteccion mejorada del
proceso de liofilizacion es independiente del potencial osmético. Estos liposomas mantienen su distribucién de
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tamafios y perfiles de encapsulacion de farmacos durante largos periodos de tiempo en condiciones
farmacéuticamente relevantes.

Por lo tanto, los métodos para preparar las composiciones de liposomas liofilizados pueden incluir un crioprotector
externo a los liposomas a una concentracion seleccionada en la que la membrana del liposoma antes del
congelamiento y la liofilizacion esta por debajo de su temperatura de transicion de fase Tc. Preferiblemente, los
liposomas se congelan a una temperatura que esta por debajo de la temperatura de transicion vitrea (Tg) de la
solucién que comprende los liposomas con el farmaco encapsulado, asi como el medio extraliposomal que contiene
el crioprotector.

La invencion también se dirige, en otros aspectos, a métodos para preparar liposomas liofilizados que contienen dos
0 mas agentes terapéuticos y / o diagndsticos de acuerdo con las realizaciones expuestas anteriormente, a métodos
para reconstituir dichas composiciones liofilizadas, y a la composiciéon liposémica reconstituida en un portador
farmacéutico para su uso en el tratamiento de animales afectados, susceptibles o sospechosos de estar afectados
por un trastorno (por ejemplo, cancer).

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra un perfil de tamafio de particula de liposomas CPX-1 antes de congelar.

La Figura 2 muestra un perfil de tamario de particula de liposomas de CPX-1 reconstituidos inmediatamente
después de congelar, liofilizar y reconstituir.

La Figura 3 muestra un perfil de tamafo de particula de liposomas de CPX-1 reconstituidos 1 mes después del
almacenamiento.

Las Figuras 4A-4C muestran perfiles de tamafio de particula de liposomas de CPX-1 reconstituidos 6 meses
después del almacenamiento.

Modos para llevar a cabo la invencion

La invencidén proporciona, por primera vez, composiciones liposomales liofilizadas en fase de gel que contienen dos
0 mas agentes terapéuticos y / o diagnosticos de manera que las caracteristicas y propiedades de la composicion
liofilizada reconstituida coinciden esencialmente con las de la composicion antes de la liofilizacion. Estas
caracteristicas incluyen el diametro medio y el contenido de los liposomas y también pueden incluir la distribucion del
tamafio de los liposomas. El contenido de los liposomas se refiere a la retencion de los agentes; en algunas
realizaciones, la proporcion de los agentes también se retiene.

Aunque los liposomas contienen agentes terapéuticos y / o diagnédsticos, en la presente solicitud, a veces se usan
"farmacos" como abreviatura para designarlos.

Los liposomas en fase de gel comprenden una o mas bicapas lipidicas que encierran un compartimento interno.
Estos liposomas pueden ser vesiculas bilamelares o unilamelares. Los liposomas unilamelares (también conocidos
como vesiculas unilamelares o "ULV") encierran un Unico compartimento acuoso interno y se clasifican como
vesiculas unilamelares pequefias (VUP) o vesiculas unilamelares grandes (LUV). El tamafio de LUV y VUP varia de
aproximadamente 50 a 500 nm y de 20 a 50 nm, respectivamente. Los liposomas bilamelares tienen dos
membranas lipidicas en las que la membrana interna rodea un Unico compartimento acuoso interno y la segunda
membrana externa mas grande rodea la membrana interna creando asi un segundo compartimento acuoso interno.

El mantenimiento de la distribucion de tamafios de los liposomas en fase de gel puede evaluarse experimentalmente
obteniendo perfiles de tamafo de particula tales como los expuestos en las Figuras 1-4 de la presente memoria. La
distribucion del tamafio determinada por dispersion de luz cuasielastica se presenta tipicamente como un histograma
que muestra el diametro medio de los liposomas. Las medidas de distribucién de tamafio significativas mas
comunmente utilizadas en la técnica son D10, D90, D99 o una desviacion estandar o indice de polidispersidad. Los
valores "D99" significan que el 99 % de los liposomas son menores que un tamafio referenciado o mas que un
tamafio referenciado. Esto es particularmente Util si, por ejemplo, es importante excluir un tamafo superior o inferior.
por ejemplo, en ciertas realizaciones es deseable asegurar que no estén presentes liposomas de mas de 200 nm de
diametro medio.

Un ejemplo especifico que tiene un valor D99 de 178 nm se utiliza para ilustrar. Un valor D99 que mide 178 nm
(como se ve en la Tabla 1 del Ejemplo 2) asegura que al menos el 99 % de la poblacién de liposomas sea inferior a
178 nm. Los valores D10 y D90 para diametros, también de uso comun, son aquellos en los que no mas del 10 % de
la poblacion es mas pequefia que un tamafio minimo de referencia (es decir D10) y para D90, donde el 90 % de la
poblacién esta en o por debajo de un limite de tamafio de referencia superior. por ejemplo, como se ve en los lotes 1
y 2, el valor D10 es de 68 nm, de modo que no mas del 10 % de la poblacion de liposomas es inferior a 68 nm. El
valor D 90 muestra que el 90 % de la poblacion esta a 135 o 137 nm o menos para los lotes 1y 2, respectivamente.
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El mantenimiento de la distribucion del tamafio de los liposomas después de la liofilizacion y la reconstitucion se
define en el presente documento como se demuestra demostrando que el referente el valor de un valor D
seleccionado cambia no mas del 50 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 % tras la reconstitucién en
comparacion con su valor antes de la liofilizacion. Los valores D seleccionados pueden ser 99, 98, 94 y enteros
intermedios a 90 o D10.

Una caracteristica de los liposomas liofilizados se relaciona con el diametro medio de los liposomas en la
composicion. El diametro medio de una composicion liposomal se mantiene en la reconstitucién cuando el diametro
medio de los liposomas no aumenta mas del 50 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % o0 5 % sobre una
base ponderada por volumen después de la liofilizacion y tras la reconstitucion en funcion del diametro antes de la
liofilizacion. Un valor concomitante, como un aumento del 10 % en el diametro medio de los liposomas junto con un
aumento del 10 % en el referente para D90 (u otro valor de D como los enumerados anteriormente) es una medida
para asegurar que la distribucidon del tamafo de los liposomas no ha cambiado. La naturaleza general de la
distribucién también se puede evaluar preferiblemente sobre una base ponderada por volumen, como se muestra en
las Figuras 1-4.

Con mas detalle, una composicién de liposomas contiene una gama de tamafios que generalmente siguen una
curva gaussiana. El diametro medio de los liposomas puede aumentar en no mas de aproximadamente 30 %, 25 %,
20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % o 5 % desde su tamafio original tras la reconstitucion después de la
liofilizacion. y reconstitucion. por ejemplo, se consideraria que una muestra de liposomas cuyo diametro medio es de
90 nm resiste los efectos de la liofilizacion si, tras la reconstitucion, el diametro medio no es mas de un 30 % mayor.
es decir, aproximadamente 117 nm. Los aumentos de tamafio mayores que estos sugieren que se ha producido la
agregacion y fusion de los liposomas. Se puede emplear una técnica de medicion suficientemente sensible para
medir los cambios en la distribucién del tamafio o el diametro medio para que se puedan medir cambios de menos
del 10 %.

Otro criterio para la preservacion de la integridad es la retencion de los agentes encapsulados. A diferencia del
diametro medio, la distribucion del tamafio y la proporciéon del farmaco, que se evaltan en relacion con los valores
previos a la liofilizacion, la retencion del farmaco se evalla en relacién con el farmaco total per se después de la
reconstitucion es decir, basado en el farmaco total en la composicion liofilizada. El porcentaje de farmaco
encapsulado dentro de los liposomas o el porcentaje de farmaco en el medio externo fuera de los liposomas ( % "sin
encapsular") son relativos a la cantidad total de farmaco en la composicion. En una realizaciéon, al menos
aproximadamente el 75 % de los agentes encapsulados se retienen como encapsulados después de la liofilizacion y
tras la reconstitucion. Al menos aproximadamente el 85 % de cada uno puede retenerse como encapsulado y / o al
menos aproximadamente el 90 %, o el 95 %. De manera similar, esto puede medirse por la cantidad de farmaco sin
encapsular en los medios circundantes que no debe ser superior al 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o 5 % de las cantidades
originales encapsuladas tras la reconstitucion de los liposomas liofilizados.

La proporcion de agentes terapéuticos y / o diagnosticos encapsulados se mantiene en la reconstitucion si la
proporciéon no varia en mas del 20 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % o0 5 % de la proporciéon en la precomposicion
liofilizada en si. Las relaciones se expresan como relaciones molares.

En una realizacion, el diametro medio de los liposomas después de la liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos
liposomas aumentara en no mas del 25 % en comparacion con dicho valor medido antes de la liofilizacion. En otra
realizacion, el diametro medio de los liposomas después de la liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos
liposomas cambia en no mas del 15 % en comparacién con dicho valor medido antes de la liofilizacion. En otras
realizaciones mas, el diametro medio de los liposomas después de la liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos
liposomas cambia en no mas del 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 % en comparacién con dicho valor medido antes de
liofilizacion

En algunas realizaciones, el porcentaje de farmaco no encapsulado no es mas del 25 % del encapsulado
originalmente tras la reconstituciéon de dichos liposomas. En otras realizaciones, el porcentaje de farmaco no
encapsulado no es mas del 15 % del encapsulado originalmente tras la reconstitucion de dichos liposomas. En otras
realizaciones, el porcentaje de farmaco no encapsulado no es mas del 10 %, o no es mas del 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5
% del encapsulado originalmente tras la reconstitucion de dichos liposomas.

Dicho de otra manera, en algunas realizaciones, el porcentaje de los farmacos encapsulados retenidos no es inferior
al 75 % tras la reconstitucion de dichos liposomas. En otras realizaciones, el porcentaje de cada farmaco
encapsulado no es inferior al 85 % 0 90 % o 95 % tras la reconstitucion de dichos liposomas.

También se incluyen combinaciones de estos parametros. por ejemplo, el diametro medio puede aumentar no mas
del 25 %, y el porcentaje de farmaco encapsulado es al menos del 90 %, o el diametro medio puede aumentar no
mas del 10 % y el porcentaje del farmaco encapsulado es al menos del 90 %.

En algunas realizaciones, la distribucion de tamarios de los liposomas cambia en no mas del 25 % después de la
liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos liposomas en comparacion con antes de la liofilizacion. En otras
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realizaciones, la distribucion del tamafio de los liposomas cambia en no mas del 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %,6 % 0 5
% después de la liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos liposomas en comparacién con antes de la liofilizacion.

Como se sefald anteriormente, se contemplan diversas combinaciones de estos parametros o criterios para liofilizar
y reconstituir con éxito los liposomas: por ejemplo, al menos 85 % de farmacos encapsulados combinados con un
aumento no mayor del 15 % en el didmetro medio, opcionalmente combinado con un cambio no mayor del 5 % en la
distribucion del tamafio. Cada una de las combinaciones posibles de estos parametros esta dentro del alcance de la
invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Los liposomas en fase de gel se pueden generar mediante técnicas convencionales, por ejemplo, el procedimiento
de inyeccion de éter (Deamer, y col., Acad. Sci. (1978) 308:250), el procedimiento tensioactivo (Brunner y col.,
Biochim. Biophys Acta (1976) 455:322), el procedimiento de congelacion-descongelacion (Pick y col., Arch. Biochim
Biophys (1981) 212:186) el procedimiento de evaporacion de fase inversa (Szoka y col., Biochim. Biophys Acta
(1980) 601: 559-571), el procedimiento de tratamiento ultrasénico (Huang, y col., Biochemistry (1969) 8:344), el
procedimiento de inyeccion de etanol (Kremer, y col., Biochemistry (1977) 16:3932), el procedimiento de extrusion
(Hope, y col., Biochim. Biophys Acta (1985) 812: 55-65) y el procedimiento de prensa francés (Barenholz, y col.,
FEBS Lett. (1979) 99:210).

Estos procesos se pueden usar en combinacion. Las vesiculas unilamelares pequeias (VUP), en particular, pueden
prepararse mediante el procedimiento de tratamiento ultrasénico, el procedimiento de inyeccion de etanol y el
procedimiento de prensa francesa. Las vesiculas unilamelares grandes (VUG) pueden prepararse mediante el
procedimiento de inyeccion de éter, el procedimiento de tensioactivo, el procedimiento de congelacion-
descongelacion, el procedimiento de evaporacion de fase inversa, el procedimiento de prensa francesa o el
procedimiento de extrusion. Preferiblemente, los VUG se preparan de acuerdo con el procedimiento de extrusion.

La liofilizacion y la reconstitucion se llevan a cabo en condiciones en las que los liposomas estan en la fase de gel.
Por lo tanto, la temperatura de transicion de gel a liquido de los liposomas debe ser igual o superior a la temperatura
corporal (es decir, aproximadamente 37 °C). La temperatura ambiente puede variar considerablemente, pero es
importante que el proceso de liofilizacién comience en condiciones en que los liposomas estén en estado de gel. En
algunas realizaciones, los liposomas se preparan a una temperatura inferior a la temperatura de transicion de fase
para mantener el estado de gel. Se puede emplear cualquier medio interno adecuado. Tipicamente, el medio interno
es un medio acuoso. El medio interno no contiene sustancialmente ningun crioprotector (es decir, menos de 125 mM
crioprotector). El medio interno puede contener menos de 100 mM de crioprotector, o menos de 50 mM de
crioprotector, o ningun crioprotector.

Las formulaciones de liposomas que tienen valores de T¢ adecuados son liposomas de "colesterol bajo", es decir,
aquellos preparados en presencia de, y que contienen una cantidad de colesterol que es insuficiente para alterar
significativamente las caracteristicas de transicion de fase del liposoma, es decir, 20 % molar o menos colesterol.
Mas del 20 % en moles de colesterol amplia el intervalo de temperaturas a las cuales ocurre la transicion de fase, y
la transicion de fase desaparece a niveles mas altos de colesterol. Un liposoma que tiene colesterol bajo tendra
menos del 20 % en moles, o menos del 15 % en moles, o 10 % en moles o 5 % en moles o menos, o estara libre de
colesterol. Tales liposomas requieren al menos 1 % en moles de un agente estabilizante PGy / o PI.

El crioprotector preferiblemente esta presente solo en el medio externo de la formulacién. Tipicamente, los
crioprotectores son disacaridos tales como sacarosa, maltosa, trehalosa y lactosa. El crioprotector puede ser un
disacarido tal como sacarosa que tiene una concentraciéon de aproximadamente 100 mM a 500 mM o
aproximadamente 250-400 mM, o superior a 300 mM. El medio externo puede contener aproximadamente 100 mM a
500 mM crioprotector y el medio interno contiene menos de 125 mM crioprotector o el medio externo contiene
aproximadamente 250 mM a 400 mM crioprotector y el medio interno contiene menos de 100 mM crioprotector o el
medio externo contiene aproximadamente El crioprotector de 250 mM a 400 mM y el medio interno contiene menos
de 50 mM de crioprotector o el medio externo contiene aproximadamente 250 mM a 400 mM de crioprotector y el
medio interno no contiene crioprotector. El crioprotector puede ser un sacarido, como la sacarosa.

Las formulaciones liposomales en fase de gel pueden liofilizarse o liofilizarse usando cualquier protocolo apropiado.
La temperatura inicial de la camara de liofilizaciéon es preferiblemente inferior a la temperatura de transicion vitrea
(Tg) de la solucion que comprende el medio externo, ademas de contener los liposomas con farmacos encapsulados.
por ejemplo, los liposomas pueden congelarse a una temperatura inferior a aproximadamente -5 °C, o inferior a
aproximadamente -10 °C, o inferior a aproximadamente -20 °C, o inferior a aproximadamente -30 °C, o inferior a
aproximadamente -40 °C. En algunas realizaciones, cuando se usa sacarosa como la solucion crioprotectora, la
temperatura inicial de la camara de liofilizacion es inferior a -32 °C, que es la T4 de solucion de sacarosa. "Tg" incluye
la" temperatura de transicion vitrea "y la" temperatura de transiciéon de fase vitrea ", que es la temperatura
aproximada del punto medio a la que la solucién no congelada experimenta una transicion de un gel blando y
viscoso a una forma dura y relativamente fragil.

Los liposomas liofilizados pueden almacenarse a temperatura ambiente o por debajo de ella. Algunas realizaciones
ejemplificadas tienen liposomas que se almacenan a 5 °C o menos. Algunas otras realizaciones ejemplificadas
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tienen liposomas que se almacenan a 25 °C. El producto liofilizado permanece estable (por ejemplo, conserva su
tamafio de particula relativo y mantiene el farmaco encapsulado) durante al menos aproximadamente seis meses, o
al menos aproximadamente nueve meses, 0 al menos aproximadamente un afio, o al menos aproximadamente
veinticuatro a treinta y seis meses.

Los agentes atrapados son agentes terapéuticos o de diagnostico, a menudo agentes anticancerigenos.
Sorprendentemente, el contenido y la integridad de las composiciones liposomales en fase de gel se mantienen,
aunque los agentes difieren en sus caracteristicas de solubilidad con respecto a los disolventes acuosos y no
acuosos. Usando el enfoque de la presente invencion, los agentes que difieren en el coeficiente de particion
logaritmica (LogP) en hasta 1.0 pueden ser retenidos con éxito. También se pueden tolerar diferencias en el
coeficiente de particion logaritmica de 1.5 0 2.0 o 3.0. Uno de los agentes puede ser anfipatico mientras que el otro
es soluble en agua, o uno puede ser hidréfobo mientras que el otro es soluble en agua. Los valores de LogP se
basan en los coeficientes de particién entre octanol y agua. es decir, son el logaritmo base 10 de la proporcion de
cantidad en octanol a la cantidad en agua cuando el compuesto se somete a separacion de fases.

Los agentes anticancerigenos pueden incluir una antraciclina (por ejemplo, daunorrubicina, doxorrubicina,
epirrubicina o idarrubicina). Estos agentes son anfipaticos. Los agentes anticancerigenos pueden incluir un analogo
de nucledsido tal como, por ejemplo, arabinésido de citosina, 5-FU o FUDR que son hidréfilos. Otros agentes
anticancerigenos incluyen camptotecina o derivados de camptotecina, como el irinotecan, que son anfipaticos. Tanto
una antraciclina como un analogo de nucleosido estan encapsulados en algunos casos, o tanto una camptotecina
como un derivado de camptotecina y un analogo de nucledsido estan encapsulados. La encapsulacion y / o carga de
agentes en liposomas se puede llevar a cabo utilizando cualquier técnica de carga adecuada, incluida la carga
pasiva y activa. Las realizaciones importantes incluyen las descritas las patentes de Estados Unidos 7,850,990 y
U.S. 8,022,279 citadas anteriormente, es decir, combinaciones de irinotecan:floxuridina (FUDR) en una relacion
molar de 1:1 y daunorrubicina:citarabina (AraC) en una relacion molar de 1: 5. Las formulaciones particulares de
estos medicamentos se designan CPX-1y CPX-351, respectivamente.

Los farmacos se incorporan en el compartimiento interno acuoso de los liposomas mediante procedimientos de
carga pasivos o activos o alguna combinacién de los mismos. En la carga pasiva, el agente biolégicamente activo se
puede incluir simplemente en la preparacién a partir de la cual se forman los liposomas o, como alternativa, el
agente activo se puede agregar al exterior de los liposomas preformados y se carga pasivamente por su gradiente
de concentracién en los liposomas. Opcionalmente, el material sin encapsular se puede eliminar de la preparacion
mediante cualquier procedimiento adecuado. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de carga activa,
tales como gradientes de iones, iondforos, gradientes de pH y procedimientos de carga basados en metales
basados en la formaciéon de complejos de metales. Una realizacion de uso habitual para farmacos adecuados es la
carga a través de procedimientos basados en metales.

Los liposomas tienen un tamafio de aproximadamente 80-500 nm. En una realizacion, los liposomas tienen un
diametro de menos de 300 nm, a veces menos de 200 nm. En un ejemplo, el tamafio nominal de estos liposomas es
de aproximadamente 100 nm. En algunas realizaciones, la membrana del liposoma estd compuesta de
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) y colesterol (CHOL). En algunas realizaciones,
la membrana de liposoma esta compuesta de 50-80 % de DSPC, 1-20 % de DSPG y 1-20 % de CHOL. En otras
realizaciones, la membrana del liposoma esta compuesta de 50-80 % de DSPC o DPPC, 1-20 % de DSPG o
diestearoilfospatidilinositol (DSPI), 1-20 % de CHOL vy los liposomas contienen menos de 125 mM de crioprotector
en el medio intraliposomal. En algunas realizaciones ejemplificadas, la membrana de liposoma esta compuesta de
50-80 % de DSPC o DPPC, 1-20 % de DSPG o DSPI, 1-20 % de CHOL vy los liposomas contienen menos de 50 mM
de crioprotector en el medio intraliposomal. En otras realizaciones ejemplificadas, la membrana de liposomas esta
compuesta de DSPC, DSPG y CHOL en una relacién molar de aproximadamente 7: 2: 1 y los liposomas no
contienen crioprotector en el medio liposomal interno. En un caso, los liposomas se preparan mediante un
procedimiento de liposomas derivados de agua en aceite y los liposomas extruidos se suspenden en sacarosa
tamponada con fosfato a pH 7,0. En otro caso, los liposomas extruidos se suspenden en sacarosa. En una
realizacion, los liposomas extruidos se suspenden en sacarosa 250-400 mM.

Se puede emplear cualquier medio adecuado para encapsular la combinacién de farmacos en los liposomas. En una
realizacion especifica, el irinotecan y la floxuridina se cargan conjuntamente en liposomas preformados DSPC /
DSPG / CHOL (7/2/1) mediante los cuales la floxuridina se carga pasivamente en los liposomas y el irinotecan se
carga activamente a 50 °C usando sulfato de cobre o gluconato de cobre. en el medio interno. Ver copropiedad La
patente de Estados Unidos Nos. 7,850,990 y 7,238,367. En otra realizacion especifica, la citarabina y la
daunorrubicina se encapsulan en el liposoma por lo que la citarabina se encapsula pasivamente en liposomas
preformados y la daunorrubicina se acumula activamente dentro de los liposomas a altas eficiencias de atrapamiento
usando un procedimiento de carga basado en gluconato de cobre / trietanolamina. Véase, por ejemplo, las
solicitudes PCT copropietarias, WO05/102359 y WO07/076117A2.

Las composiciones liofilizadas de la presente invencién proporcionan conveniencia en el almacenamiento,
conservacion y facilidad de envio. Estas composiciones liofilizadas conservan sus caracteristicas durante largos
periodos de tiempo.
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Para su uso, las composiciones de la presente invencion se reconstituyen en un vehiculo o medio farmacéutico
adecuado.

Estas formulaciones para uso se preparan de acuerdo con técnicas de reconstitucion estandar usando un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Generalmente, se usara solucién salina normal como el vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Otros portadores adecuados incluyen, por ejemplo, agua, agua tamponada, dextrosa, cloruro de sodio al
0,4 %, glicina al 0,3 %, incluidas las glucoproteinas para una mayor estabilidad, como albumina, lipoproteina y
globulina. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién convencionales bien
conocidas. Las soluciones acuosas resultantes pueden envasarse para su uso o filtrarse en condiciones asépticas y
liofilizarse, combinandose la preparacion liofilizada con una solucién acuosa estéril antes de la administracion. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segin se requiera para
aproximarse a las condiciones fisiolégicas, tales como agentes de ajuste y tamponamiento del pH, agentes de ajuste
de la tonicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio y
cloruro de calcio. Ademas, la suspension de liposomas puede incluir agentes protectores de lipidos que protegen los
lipidos contra los radicales libres y los dafios por peroxidacion de los lipidos en el almacenamiento. Los extintores de
radicales libres lipofilicos, como el alfatocoferol, y los quelantes solubles en agua especificos de hierro, como la
ferrioxamina, son adecuados.

Las formulaciones reconstituidas pueden administrarse a animales, incluidos humanos u otras especies de
mamiferos, tales como primates no humanos, perros, gatos, vacas, caballos, ovejas y similares, y pueden usarse
para tratar una variedad de enfermedades. Los ejemplos de usos médicos de las composiciones de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, tratar cancer, tratar enfermedades cardiovasculares tales como
hipertensioén, arritmia cardiaca y reestenosis, tratar infecciones bacterianas, flingicas o parasitarias, tratar y / o
prevenir enfermedades mediante el uso de Las composiciones de las presentes invenciones como vacunas, para
tratar la inflamacion o para tratar enfermedades autoinmunes. Para el tratamiento de dolencias humanas, un médico
calificado determinara como se deben utilizar las composiciones de la presente invencién con respecto a la dosis, el
horario y la via de administracion usando protocolos establecidos. Dichas aplicaciones también pueden utilizar el
aumento de la dosis, si los agentes bioactivos encapsulados en liposomas y los portadores de lipidos de la presente
invencion exhiben una toxicidad reducida para los tejidos sanos del sujeto.

Las composiciones farmacéuticas se administran tipicamente por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa,
pero pueden emplearse otras rutas. La dosificacion para las formulaciones de liposomas dependera de la proporcion
de farmaco a lipido y de la opinion del médico que administra segun la edad, el peso y el estado del paciente.

En general, un proceso util de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion comprende liofilizar una
composicion de liposomas en donde dichos liposomas comprenden 20 % en moles o menos de colesterol, al menos
1 % en moles de PG y / o P, y dos o mas agentes activos, y en donde la membrana del liposoma esta por debajo de
su temperatura de transicion de fase cuando esta a temperatura ambiente y en un medio externo que contiene un
crioprotector; almacenar los liposomas liofilizados; y reconstituir los liposomas liofilizados en un volumen acuoso
predeterminado. Los liposomas se liofilizan a una temperatura inferior a aproximadamente -5 °C, o inferior a
aproximadamente -10 °C, e inferior a aproximadamente -20 °C, o incluso inferior a aproximadamente -30 °C o -40
°C, y se pueden almacenar a o por debajo de la temperatura ambiente (aproximadamente 23-25 ° C).

En una realizacién, la membrana de liposomas de los liposomas de la composicion esta compuesta de 2-20 % de
colesterol, o cualquier valor intermedio tal como 10 % de colesterol.

En una realizacién, la composicion liofilizada comprende liposomas en los que la membrana del liposoma esta
compuesta de aproximadamente 10 % de colesterol y un disacarido a una concentracion seleccionada en el medio
externo donde la reconstitucion, realizada a temperatura ambiente, estd por debajo de la Tc, y en donde el
crioprotector no esta unido y esta presente en el exterior solo de los liposomas.

En ofra realizacién, la composicién de liposomas liofilizados que comprende dos o mas farmacos encapsulados tras
la reconstitucién con un volumen predeterminado de medio acuoso, produce una composicién de liposomas que
comprende: (a) liposomas en los que la membrana del liposoma contiene 20 % en moles o menos de colesterol, (b)
liposoma tamafos predominantemente entre aproximadamente 80-500 nandmetros, (c) agente (s) atrapado (s) en
liposomas en donde el porcentaje de encapsulacion de dicho (s) agente (s) no es menor de aproximadamente 95 %,
90 %, 85 %, 80 % o 75 %; y (d) entre aproximadamente 100 mM - 500 mM de crioprotector en el medio liposomal
externo. En algunas realizaciones, esta presente entre 250-400 mM de crioprotector en el medio liposomal externo.
En algunas realizaciones, aproximadamente 9,5-10 % de crioprotector esta presente en el medio liposomal externo.

En una realizacion, los liposomas en fase de gel unilamelares o dilamelares, en donde la membrana del liposoma
comprende 20 % en moles o menos de colesterol, y los liposomas comprenden al menos dos farmacos y al menos
aproximadamente 300 mM de sacarosa en el exterior de los liposomas, se liofilizan. y, tras la reconstitucion, se
encapsula al menos aproximadamente el 90 % de cada uno de los farmacos encapsulados y el diametro medio del
liposoma cambia en menos de aproximadamente el 25 %.
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Como se usa en el presente documento, "un" o "uno/una" significa "al menos uno" o "uno o mas", a menos que sea
claro por el contexto que solo se pretende un Unico referente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan Unicamente para ilustrar, pero no limitar, la presente invencion.

Ejemplo 1 (no esta dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas) Liofilizacion de CPX-1

El irinotecan y la floxuridina 1: 1 se encapsulan en liposomas DSPC / DSPG / colesterol (relacion molar 7: 2: 1) y se
denominan CPX-1. El CPX-1 liofilizado dio como resultado liposomas estables cargados de farmaco, de modo que
hubo una filtracion minima de ingredientes farmacéuticos activos de la forma de dosificacion reconstituida. El
clorhidrato de irinotecan, utilizado en CPX-1, tiene un coeficiente de particion logaritmico (LogP) predicho de 3.94.
La floxuridina tiene un LogP previsto de -1,14.

Se generaron analisis térmicos para el producto de farmaco liposomal CPX-1 utilizando varios lotes para
proporcionar informacion sobre la temperatura de transiciéon vitrea (T4), cambio en la capacidad calorifica y otros
eventos exotérmicos. La temperatura de colapso del producto de farmaco liposomal CPX-1 se determind por
microscopio liofilizado durante dos lotes. Estos resultados se emplearon para determinar el ciclo final de liofilizacion.

Las muestras consistieron en una suspension acuosa a granel verde azulada formulada con liposomas que
contenian una proporcion 1: 1 de dos ingredientes farmacéuticos activos, clorhidrato de irinotecan y floxuridina. Las
muestras se almacenaron a -20 °C (o en algunos casos -80 ° C) con humedad relativa ambiental, y se
descongelaron durante la noche en un refrigerador y se mezclaron completamente antes del llenado vy la liofilizacion.

Ciclo 1: Utilizando una pipeta Clase A de 20 ml, 20 cc de CPX-1, se introdujeron en viales moldeados de vidrio de 60
cc. Se cargaron veinticuatro viales en un secador de bandejas LyoStarll con dos viales de producto equipados con
sondas de termopar para registrar la temperatura del producto y se secaron por congelacion durante cuatro dias y
medio. Después de rellenar los viales con gas nitrégeno a una presion de camara de aproximadamente 720,000
mTorr, los viales se taparon, se retiraron del secador de bandeja y se etiquetaron como Lote TP-CPX1-001-032405.
Varios de los viales liofilizados se colocaron luego en estabilidad acelerada a 25 °C y 40 °C, y los viales restantes se
almacenaron a -20 °C.

Ciclo 2: se introdujeron aproximadamente 21 ml de CPX-1 en viales moldeados de vidrio de 60 cc y viales de tubo
de vidrio de 50 cc, respectivamente. Los viales se cargaron en un secador de bandejas LyoStarll ™ con una sonda
de termopar en un vial de producto en el estante superior y uno en un vial de producto en el estante inferior. Una vez
completado el ciclo de liofilizacién, los viales se rellenaron con gas nitrégeno a una presion de camara de
aproximadamente 720,000 mTorr, se taponaron, se retiraron del secador de bandeja y se etiquetaron como Lot TP-
CPX1-002-041305T. Varios de los viales liofilizados se colocaron luego en estabilidad acelerada a 25 °C y 40 °C, y
los viales restantes se almacenaron a -20 °C.

Ciclo 3: Las muestras para liofilizacion se prepararon de manera similar al Ciclo 2, excepto que solo se introdujeron
en viales de tubos de vidrio de 50 cc. Los viales sellados se etiquetaron como producto farmacolégico CPX-1, lote
TP-CPX1-003-051105T. Varios de los viales liofilizados se colocaron luego en estabilidad acelerada a 25 °C y 40 °C,
y los viales restantes se almacenaron a -20 °C.

Ciclo 4: Las muestras para liofilizacion se prepararon de manera similar a la del Ciclo 2, excepto que CPX-1 se llené
en viales de tubos de vidrio de 50 cc. Los viales sellados y liofilizados se marcaron como producto farmacolégico
CPX-1, lote TP-CPX1-004-051805T y se almacenaron para estudios de estabilidad a -20 °C, 5 °C, 25 °C y 40 °C.

Ciclo 5: Las muestras para liofilizacion se prepararon de manera similar a la del Ciclo 2 y se introdujeron en viales de
tubos de vidrio de 50 cc. Los viales sellados y liofilizados se marcaron como CPX-1 Drug Product TP-CPX1-005
062705T-300. Los viales del producto farmacoldgico liposomal CPX-1 se almacenaron en camaras de estabilidad a -
20°C,5°Cy25°C.

Primer ciclo de liofilizacion. El objetivo principal para el primer ciclo de liofilizacion (Ciclo 1) fue determinar si el
producto farmacoldgico liposomal CPX-1 a granel formulado (CPX-1) podia liofilizarse con éxito con una fase seca
primaria suave de dos pasos. El éxito de esta prueba de liofilizacion se midié analizando los perfiles de temperatura
y presion del producto farmacéutico e inspeccionando visualmente la apariencia de las tortas liofilizados.

El perfil del producto de liofilizacién para el ciclo 1 mostré que el hielo a granel se eliminé durante la etapa de secado
primario de -10 °C. Esto fue evidente en que la temperatura del producto excedio ligeramente la temperatura de
almacenamiento. Ademas, la presion del termopar, que mide la presién verdadera mas la presion parcial del vapor
de agua disminuy6 hacia la presién del mandmetro de capacitancia, o presion verdadera. Ademas, los viales del
producto farmacoldgico liofilizado parecian secos con poca o ninguna evidencia de colapso de la torta. Sin embargo,
se observo cierta concentracion de analito o estratificacion. Para optimizar el ciclo, la fase de tratamiento térmico y
los pasos de secado primario se alteraron para la segunda carrera.
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Segundo ciclo de liofilizacion. La segunda corrida de liofilizacién (ciclo 2) se realizd usando fases secas primarias
y secundarias suaves similares a las del ciclo 1. Para maximizar la carga de hielo en el liofilizador, los viales llenos
de agua desionizada se cargaron en un espacio de estante desocupado. El éxito de la carrera de liofilizacion
también se midi6 por los perfiles de temperatura y presion y por inspeccion visual de las tortas liofilizados.

El producto farmacolégico en los viales de tubos de 50 cc parecié secarse por congelacién de una manera mas
homogénea, a pesar de que la temperatura del producto y los perfiles de presion para el vial de tubo de vidrio de 50
cc y el vial moldeado de vidrio de 60 cc durante el ciclo de cuatro dias y medio fueron similares Aproximadamente
ocho horas y media después de alcanzar la temperatura del estante seco secundario, la temperatura del producto
muestra la finalizacion de la sublimacion de hielo a granel cruzando la barrera de hielo. (es decir, la temperatura del
producto supera los 0 ° C). Sin embargo, estos viales no estaban suficientemente secos. La temperatura del
producto estaba por debajo de la temperatura de almacenamiento al final de la fase seca primaria, y la diferencia
entre la presion del termopar y la presion del manémetro de capacitancia no cambié desde el comienzo de la carrera
hasta el final de la fase seca secundaria, lo que indica la presencia de hielo a granel sustancial en los viales.

Debido a que las temperaturas del estante empleadas en la fase seca primaria no lograron impartir suficiente
energia para conducir la tasa de sublimacion del producto hacia su finalizacién, se desarrollé un tercer ciclo de
liofilizacion para llevar la fase de secado primaria al final mediante el uso de una temperatura del estante y la presion
de la camara que aumenta la sublimacién del hielo, sin exceder la temperatura de colapso.

Tercer ciclo de liofilizacién. En base a los resultados del ciclo 2 y los andlisis térmicos, la temperatura del estante
y la presion de la camara para el ciclo 3 se ajustaron para facilitar el secado primario, mientras se mantienen las
temperaturas del producto por debajo de la temperatura de colapso estimada de -20 °C. Para maximizar la carga de
hielo, el ciclo se realizd bajo condiciones de funcionamiento completamente cargadas.

La grafica de perfil obtenida para el Ciclo 3 mostré que la temperatura inicial de la plataforma seca primaria, -20 °C a
100 mTorr de presion, no condujo la sublimacion de hielo a granel lo suficiente en 40 horas bajo condiciones de
funcionamiento completamente cargadas. Ademas, la traza de presion del termopar no disminuy6 significativamente
hacia la presion del manémetro de capacitancia hasta el final de la fase seca primaria de -10 °C debido a la duracién
limitada de esta fase. Sin embargo, el perfil demostré que la temperatura y la duracidon del segundo estante seco
primario de -10 °C fue capaz de mantener la temperatura del producto por debajo de la temperatura de colapso de -
20 °C hasta que todo el hielo a granel se sublimd, lo que fue evidente en el rapido aumento de temperatura del
producto para eventualmente exceder la temperatura de almacenamiento al final de la fase.

Cuarto ciclo de liofilizacion. Para finalizar la temperatura del estante para la fase de secado primario, el cuarto
ciclo de liofilizacién (ciclo 4) empled una temperatura del estante de -10 °C durante un periodo mas largo con un
paso de secado inicial primario de 6 horas a -20 °C bajo condiciones de funcionamiento completamente cargadas.

Segun el perfil del ciclo de liofilizacion y la observacion visual, la temperatura de almacenamiento de -20 °C para la
fase seca primaria inicial parecié tener pocos beneficios en el secado de los viales. Las sondas de temperatura del
producto excedieron la temperatura de almacenamiento a -10 °C después de un tiempo de retencion de
aproximadamente 60 horas. La presién del termopar durante la fase de secado secundario indicé que los viales
tenian humedad residual relativamente baja, ya que el perfil de temperatura del producto coincidia estrechamente
con el de la temperatura de almacenamiento.

La encapsulacion de sustancias farmacologicas, el tamarfio de particula liposomal y la humedad residual promedio
se evaluaron para los viales del producto liofilizado. El procedimiento Karl Fischer empleado recuperé un contenido
medio de humedad residual del 3,1 %, que no era un producto liposomal demasiado seco. Ademas, los analisis para
el tamafno de particula y el porcentaje de encapsulacion de irinotecan encontraron que el producto liofilizado no
cambié en comparacién con el material preliofilizado. Sin embargo, el porcentaje de floxuridina sin encapsular
aumentd de 7.0 % en el volumen preliofilizado a 8.6 % en el producto liofilizado cuando se almacené a -20 °C
durante 13 semanas. Ademas, después de almacenar el producto durante cuatro semanas a 25 °C, el porcentaje de
floxuridina sin encapsular aumenté a 11.8 %, lo que excedi6 la especificacion provisional de menos de 10 % de
floxuridina sin encapsular para este medicamento.

Quinto ciclo de liofilizacion. El objetivo de la quinta carrera del ciclo de liofilizacion (Ciclo 5) era disminuir la
temperatura del estante para la fase de secado secundario de + 20 °C a + 10 °C para minimizar la fuga de
floxuridina, al tiempo que se logra una humedad residual adecuada bajo una carga completamente cargada
condiciones El contenido de humedad para este material se evalué durante la fase seca secundaria realizando
periédicamente una medicién de aumento de presion.

El perfil del producto farmacoldgico para el ciclo 5 mostré que el hielo a granel se sublimé en gran medida después
de 72 a 84 horas de secado primario a -10 °C. Ademas, el material parece haberse secado suficientemente
empleando una temperatura de almacenamiento de + 10 °C a 50 mTorr durante 12 horas, en funcién de las
diferencias del detector de presion y los estudios de aumento de presion.
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Para evaluar la idoneidad de este material liofilizado, se evalué el tiempo de reconstituciéon de los viales de
productos farmacologicos liofilizados de ambos ciclos 4 y 5 utilizando 19 ml de agua inyectada a través de los
tapones con una aguja de calibre 18 y una jeringa de 30 cc. Se determiné que el tiempo de reconstitucion promedio
era de 40 y 93 segundos para los ciclos 4 y 5, respectivamente. Ademas, los resultados de Karl Fischer para el ciclo
5 recuperaron una humedad residual promedio de 3.2 %, que estaba en buen acuerdo con la de los viales del ciclo
4.

También se evalud la encapsulacion de las sustancias farmacolégicas y el tamafio de particula liposomal. Para el
producto farmacologico liofilizado del ciclo 5, el porcentaje de irinotecan sin encapsular fue del 0,4 % a -20 °C
después de 7 semanas de almacenamiento y del 0,9 % a 25 °C después de 4 semanas de almacenamiento. El
tamafio de particula para el producto farmacolégico liofilizado aumenté solo ligeramente después de 8 semanas de
almacenamiento a 5 °C en comparacion con el producto farmacolégico cuando se almacend a -20 °C, pero aumenté
casi 10 nm después de solo 4 semanas de almacenamiento a 25 °C. Como era de esperar, el porcentaje de
floxuridina sin encapsular mostré una tendencia similar a los cambios de tamafio de particula. El porcentaje de
floxuridina sin encapsular fue del 5,5 % a -20 °C después de 7 semanas, del 7,7 % después de 8 semanas a5°Cy
del 18,7 % a 25 °C después de 4 semanas.

La quinta carrera del ciclo de liofilizacién, que empledé una temperatura de almacenamiento disminuida durante su

fase seca secundaria, logré producir un producto de farmaco liposomal CPX-1 liofilizado aceptable con una mayor
retencién del producto encapsulado.

Ejemplo 2

El perfil del tamano de particula a lo largo del tiempo permanece sin cambios en los liposomas liofilizados

Se realizaron experimentos para examinar el impacto de la congelacion, la liofilizacion y el almacenamiento en la
distribucion de tamafos de los liposomas de doble carga CPX-1 y CPX-351. CPX-351 es una formulacion de
daunorrubicina y citarabina en una proporcion molar de 1: 5 en liposomas que son diestearoilfosfocolina (DSPC):
diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG): y colesterol (CHOL) en una proporcion molar de 7: 2: 1. La daunorrubicina tiene
un LogP previsto de 1,68. La citarabina tiene un LogP previsto de -2.17.

La distribucién del tamafio de particula de los liposomas cocargados se midié antes y después de congelar y liofilizar
los liposomas, asi como después de uno y seis meses de almacenar las preparaciones liofilizadas.

Los liposomas CPX-1 se prepararon con un tampén externo de sacarosa 300 mM, fosfato 20 mM, pH 7,0. Se
agregaron alicuotas de 900 pl en viales de 2 ml en un recipiente de metal (preenfriado a -20 ° C) y se almacenaron a
-20 °C durante la noche. Después de la congelacion, las muestras se trasladaron al liofilizador (preenfriado a -20 °
C). Se aplico el vacio y la temperatura de almacenamiento se mantuvo a -20 °C durante 7 horas y posteriormente se
aument6é a -10 °C durante aproximadamente 16 horas. Para un tercer paso de temperatura, la temperatura del
estante se aumento luego a 4 °C durante las siguientes 3 horas y luego se terminé con un secado de 3 horas a
temperatura ambiente. Las muestras secas se hidrataron con 1 ml de H,O y disuelve facilmente la torta liofilizada.
Luego, las muestras se analizaron usando Dispersion dinamica de luz (DLS).

Los liposomas CPX-1 precongelados mostraron un diametro de tamafio medio de 110 nm (Figura 1). Se observo
que el tamafio de los liposomas inmediatamente después de la liofilizacion y la rehidratacién era de 116 nm (Figura
2). Se almacenaron dos muestras de liposomas liofilizados CPX-1 a 5 °C durante un mes o seis meses, y se observo
el tamano de los liposomas de las composiciones rehidratadas. El tamafio medio de los liposomas para cada uno fue
de 117 nm y 123 nm, respectivamente (Figuras 3 y 4, respectivamente). Las Figuras 1-3 muestran la distribucion
ponderada por volumen. La Figura 4B muestra la distribucion ponderada de volumen comparable. Los resultados de
otros algoritmos menos preferidos se muestran en las Figuras 4A y 4C. A menos que se especifique lo contrario, €l
diametro medio se refiere a la distribucidon ponderada por volumen.

También se llevaron a cabo experimentos similares a los representados en las Figuras 1-4 para liposomas CPX-351.

Como se sefald anteriormente, CPX-351 es una formulacion liposomal de una combinacion fija de farmacos
antineoplasicos, citarabina y clorhidrato de daunorrubicina. Los liposomas se hacen usando DSPC, DSPG y CHOL
en una relacion molar 7: 2: 1 y con un gluconato de cobre - tampdn de trietanolamina, pH 7,4. Los liposomas brutos
se extruyen para lograr la distribucion del tamafio de las particulas de liposomas donde el diametro medio de los
liposomas debe estar entre 80 nm y 110 nm, con D99 no mas de 200 nm (analisis por dispersion dinamica de luz).
La citarabina esta encapsulada por un mecanismo de carga pasiva. La daunorrubicina se encapsula mediante un
mecanismo activo mediado por cobre para lograr una relacion molar citarabina: daunorrubicina de 5: 1. Cualquier
sustancia farmacoldgica no encapsulada se elimina y el tampon a granel se cambia por diafiltracion. Se intercambian
multiples volumenes de sacarosa 300 mM para finalizar los liposomas CPX-351 que luego se procesan mediante
una optimizacion de liofilizacion. Las muestras secas de CPX-351 se reconstituyen con 19 ml de H,O y reformar
facilmente una dispersion liposomal. Luego, las muestras se analizan utilizando la dispersion dinamica de la luz
(DLS).
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Los liposomas CPX-351 preliofilizados mostraron un diametro de tamafio medio de aproximadamente 100 nm. Se
observé que el tamafio de los liposomas inmediatamente después de la congelacion y luego la liofilizacion /
rehidratacion era de 99 nm y 100 nm, respectivamente para el lote 1 ("1C001" en la tabla 1 a continuacién). Para un
segundo lote, 1D002, se observo que el tamafio del liposoma CPX-351 inmediatamente después de la congelacién y
luego liofilizacion / rehidratacién era de 104 nm y 105 nm, respectivamente.

Estos resultados muestran que los liposomas DSPC / DSPG / bajos en colesterol cargados juntamente con
irinotecan mas floxuridina o citarabina mas daunorrubicina, mantienen eficazmente sus perfiles de distribuciéon de
tamafios al congelarse, asi como liofilizar y durante periodos prolongados de almacenamiento. Los resultados aqui
también muestran que estos liposomas en fase de gel preparados con bajo contenido de colesterol son resistentes a
la agregacion y fusién que comunmente resultan de la congelacion vy liofilizacion, particularmente en ausencia de
altos niveles de colesterol.

Tabla 1 Efectos de congelacion y liofilizacion en el tamafio de liposoma CPX-351

1C001 (lote 1) 1D002 (lote 2)
CPX-351 Liposomas
Congelado Liofilizado / rehidratado Congelado Liofilizado / rehidratado
Diametro medio (nm) 99 100 104 105
D10 (nm) 68 68 74 71
D90 (nm) 135 137 137 142
D99 (nm) 178 182 178 191

Ejemplo 3

El porcentaje de encapsulaciéon del farmaco a lo largo del tiempo permanece sin cambios en los liposomas
liofilizados

Se realizaron experimentos para examinar el impacto de la congelacién y / o la liofilizacion y el almacenamiento en
la extension de la fuga del farmaco de los liposomas CPX-1 o CPX-351 de doble carga.

La cantidad de irinotecan y floxuridina encapsulados en liposomas CPX-1 cocargados se midié inmediatamente
después de la liofilizacion ("inicial"), asi como 6 y 9 meses después del almacenamiento a 5 °C. Los estudios de
estabilidad demostraron que el porcentaje ( %) de encapsulacion de irinotecan es del 99 % inmediatamente después
de la liofilizacion, del 97 % seis meses después del almacenamiento y del 97 % nueve meses después del
almacenamiento (Tabla 2 a continuacién). Del mismo modo, el porcentaje de encapsulacion de floxuridina fue del 98
% inmediatamente después de la liofilizacion y del 95 % a los seis y nueve meses después del almacenamiento a 5
°C (Tabla 3 a continuacion).

Para los liposomas CPX-351, también se estudiaron los efectos de la congelacion y la liofilizacion en el porcentaje
de encapsulacion del farmaco. Como se ve en la Tabla 4 a continuacion, se midié que la cantidad de citarabina
encapsulada en liposomas CPX-351 co-cargados era del 100 % inmediatamente después de la congelacion
("Congelado") y del 98 % después de la liofilizacién ("Liofilizado") en dos lotes separados (1C001 y 1D002). El
porcentaje de encapsulacion de daunorubicina fue del 99 % tanto inmediatamente después de la congelacion como
de la liofilizacién en ambos lotes. La encapsulacion del farmaco también es estable cuando CPX-351 se almacena a
5°C 0 25 °C (ver Tablas 5y 6).

Estos resultados demuestran claramente que tanto los liposomas en fase de gel CPX-1 como CPX-351 que
incorporan bajas cantidades de colesterol y un crioprotector en la solucion externa pueden congelarse, deshidratarse
y reconstituirse de manera efectiva con una fuga minima de ambos farmacos encapsulados.
Tabla 2 Porcentaje de encapsulacion de irinotecan en liposomas de CPX-1 reconstituidos
Intervalos de estabilidad
Prueba Inicial 6 mes 9 mes

Irinotecan - % de encapsulacion 99 % 97 % 97 %
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Tabla 3 Porcentaje de encapsulacion de floxuridina en liposomas de CPX-1 reconstituidos

| Intervalos de estabilidad

| Prueba | Inicial | 6 mes | 9 mes

| Floxuridina - % de encapsulacion | 98 % | 95 % | 95 %

Tabla 4 Porcentaje de encapsulacion de citarabina y daunorrubicina en liposomas de CPX-351 reconstituidos

| CPX-351 Liposomas | 1C001 | 1D002

| | Congelado | Liofilizado | Congelado | Liofilizado
| Citarabina % de encapsulacion . 10 | 98 | 10 | 98

| Daunorrubicina % de encapsulacion | 99 | 99 | 99 | 99

Tabla 5

|CPX-351: Encapsulacion en porcentaje de citarabina

| | Tiempo posliofilizacion Almacenadoa 5°C Almacenadoa 25°C

| |
Lote 1C001 | Inicial | 98 | 98
| | 3 meses | 98 | 98
| | 6 meses | 98 | 98
| | 9 meses | 98 |
ILote 1D001 I Inicial I 98 I 98
| | 3 meses | 98 | 99
| | 6 meses | 99 | 99
| | 9 meses | 98 |

Tabla 6

|CPX-351: Encapsulacion porcentual de daunorrubicina

Tiempo posliofilizacion Almacenado a 5 °C Almacenado a 25 °

| | |
Lote 1C001 | Inicial | 99 | 99
| | 3 meses | 99 | 99
| | 6 meses | 99 | 99
| | 9 meses | 99 |
ILote 1D001 I Inicial I 99 I 99
| | 3 meses | 99 | 99
| | 6 meses | 99 | 99
| | 9 meses | 99 |
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion liposomal liofilizada en fase de gel, cuya composicion comprende:

(a) liposomas en fase de gel que exhiben una temperatura de fase de fusion (T¢) de al menos 37 °C, en donde la
membrana del liposoma de dichos liposomas comprende no mas de 20 % en moles de colesterol y comprende al
menos 1 % en moles de un fosfatidilglicerol (PG) o un fosfatidilinositol (Pl) o ambos, y en donde al menos dos los
agentes terapéuticos y / o diagndsticos estan asociados de manera estable con dichos liposomas; y

(b) un crioprotector externo a dichos liposomas;

en el que dichos liposomas contienen sustancialmente ningun crioprotector interno, y

en el que, cuando dicha composicién liposomal en fase de gel se reconstituye en un vehiculo farmacéutico, el
diametro medio de los liposomas se mantiene por lo que dicho diametro medio no aumenta mas del 50 % en una
base ponderada en volumen en comparacion con dicha composicion antes de la liofilizacion, y dichos agentes se
retienen en los liposomas.

2. La composicion de la reivindicaciéon 1, en la que dicha membrana de liposoma estd compuesta de
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) y colesterol (CHOL).

3. La composicion de la reivindicacion 2, en la que la membrana de liposoma esta compuesta de 50-80 % en moles
de DSPC, 1-20 % en moles de DSPG y 1-20 % en moles de CHOL.

4. La composicion de la reivindicacion 2, en la que la membrana del liposoma esta compuesta de DSPC, DSPG y
CHOL en una relaciéon molar de 7: 2: 1y los liposomas no contienen crioprotector interno.

5. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que los agentes son agentes
antineoplasicos.

6. La composicion de la reivindicacion 2, en la que la membrana del liposoma esta compuesta de DSPC, DSPG y
CHOL en una relacion molar 7: 2: 1 y en donde (i) los agentes antineoplasicos daunorrubicina y citarabina estan
encapsulados en dichos liposomas en una relacién molar 1:5; o (ii) los agentes antineoplasicos irinotecan y
floxuridina se encapsulan en dichos liposomas en una relacién molar de 1:1.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en la que los agentes encapsulados en dichos liposomas estan en una
proporcion fija y en donde, cuando dicha composicion se reconstituye, dicha proporcion de los agentes cambia en no
mas del 25 % en comparacién con dicha composicion antes de la liofilizacion.

8. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el diametro medio de los
liposomas aumenta en no mas del 25 % en una base ponderada en volumen después de la liofilizacion y tras la
reconstitucion de dichos liposomas en comparacién con dicho valor medido antes de la liofilizacion.

9. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho diametro medio se
mantiene durante al menos 6 meses tras el almacenamiento de dicha composicién a 5°C o a 25°C.

10. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que al menos el 75 % de cada
agente se retiene tras la reconstitucion de dichos liposomas.

11. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que los agentes
encapsulados en dichos liposomas se mantienen encapsulados durante al menos 6 meses tras el almacenamiento
de dicha composicién a 5°C o a 25°C.

12. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la distribucién del tamafio
de los liposomas cambia en no mas del 25 % después de la liofilizacion y tras la reconstitucion de dichos liposomas.

13.Un procedimiento para preparar la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, cuyo
procedimiento comprende someter a liofilizaciéon, en presencia de crioprotector externo, un medio acuoso que
comprende liposomas en fase de gel que exhiben una temperatura de fase de fusion (T¢) de al menos 37 °C, en
donde la membrana del liposoma de dichos liposomas comprende no mas de 20 % en moles de colesterol y
comprende al menos 1 % en moles de un fosfatidilglicerol (PG) o un fosfatidilinositol (Pl) o ambos, y en donde dichos
liposomas son asociado de manera estable con al menos dos agentes terapéuticos y / o diagndsticos y no contiene
sustancialmente ningun crioprotector interno.

14. El procedimiento de la reivindicacién 13 en el que dicho medio acuoso que comprende dichos liposomas en fase
de gel se congela a una temperatura que esta por debajo de la temperatura de transicion vitrea (Tg) de dicho medio.
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15. Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica para administrar agentes terapéuticos y / o
diagnésticos a un sujeto, cuyo procedimiento comprende reconstituir la composicién liposomal de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-4 en un vehiculo farmacéutico para obtener una composicién reconstituida.

16. La composicion reconstituida de la reivindicacion 15 para su uso como medicamento.
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Resumen gaussiano:

Diametro medio =109,7 nm Chicuadrado = (),241
Desviacion tipica =31.3nm (28.6 %) Adi. basal =0,009 %
Coef. de var. =(),286 Coef. dif. medio =4 18E-08 szlS
Diametro (nanémetros) Volumen : Relativo Porcentaji
19,7 0,000 0,000
22,7 0,000 0,000
26.2 0,000 0,000
303 0 0,000 0,001
3500 0,001 0,012
404 0 0,004 0,072
46,6 0 0,017 0345
53,8 [ 0,064 1,277
622 1 0,185 3,672
71,8 ] 0414 8,190
82,9 | 0,715 14171
95,8 | 0,960 19,021
1106 | ] 1,000 19,807
1277 | 0,808 16,001
1474 0,506 10,029
1703 1 0246 4876
196,6 ] 0,093 1,839
2271 O 0,027 0,538
262,2 0 0,006 0,122
3028 O 0,001 0,022
349,7 O 0,000 0,003
4038 O 0,000 0,000
466,3 0,000 0,000
538,4 0,00 0,000

Resultados acumulados:

25 % de distribucion < 80.64 nm
50 % de distribucién < 98 03 nm
75 % de distribucién < 19,28 nm
90 % de distribucion < 42 05 nm
99 % de distribucion < 91,84 nm

flempo de carrera =) Hr§Min22S  Longitud de onda = 632.8 nm

fasa de recuento =353 Khz Temperatura: =23 C
canaln°1  =271,0K viscosidad  =0,945cp
nchura del canal = 11,0 uS indice deref.  =1,335
FIG. 1
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C_P)_(-1 liofilizado
Archivo del menu : C370. TBL 1/4/80

Analisis gausiano ponderado en volumen (vesiculas)

Resumen gaussiano:

Diametro medio = 116,5 nm Chicuadrado  =(,161
Desviacién tipica =27 8 nm (23. 8 %) Adj. basal = U|046 %
Coef. de var. =(,238 Coef. dif. medio . = 3,94E-08 cmZ/s
Diametro (nanémetros) Volumen ; Relativo Porcentaje
21,7 0,000 0,000
319 0,000 0,000
36,9 0 0,000 0,000
426 0,000 0,005
492 [0 0,002 0,053
56,8 U 0015 0,364
65,6 (] 0073 1,744
6} ) 0243 5801
875 0560 13,396
101,0 | I 0,898 21,478
116,7 | | 1000 23911
134.7 | 0773 18482
1556 0415 9919
1796 1 0155 3,696
207,5 1 0040 0,956
2396 0 0007 0172
276,6 0 0,001 0,021
3195 0 0,000 0,002
368,9 0000 0,000
4260 0,000 0,000

Resultados acumulados:

25 % de distribucion < 89 84 nm
50 % de distribucion < 105,47 nm
75 % de distribucion < 124,40 nm
90 % de distribucien < 144,36 nm
99 % de distribucién < 183,79 nm

Tiempo de carrera = () Hr 4 Min 56 Sec Longitud de onda = §32.8 nm

Tasa de recuente = 360 KHz Temperatura = 23 ¢
Canal n.”1 =256,8 K viscosidad = 0,945 cp
Anchura del canal = 13,0 uSec indice de ref. =1,335
FIG. 2
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Archivo del mend ; C370. TBL 1/4/80

Analisis gausiano ponderado en volumen (vesiculas)

Resumen gaussiano:

Diametro medio =116,9 nm Chi cuadrado = () 204
Desviacion tipica =37,9nm (324 %)  Adi. basal =0,009 %
Coef.devar. =(,324 Coef. dif. medio = 3,92E-08 cm2/s
Diametro (nanémetros) Volumen Relativo Porcentaje
156 0,000 0,000
180 0,000 0,000
208 0,000 0,000
2401 0,000 0,000
27,70 0,000 0,002
3200 0,001 0,011
36,9 [1 0,003 0,055
4260 0,013 0,225
4920 0,043 0,757
56,8 0,120 2,094
656 ] 0,271 4,754
6] —— 0,506 8858
T 0,773 13,547
[0 —— 0971 17,004
116,7 | 1000 17518
134.7 ] 0846 14813
155,6 0587 10,280
1797 C—— 1 0,334 5,856
20751 0,156 2738
239,6 (1 0,060 1,051
276,7 [ 0,019 0,331
319,50 0,005 0,086
369,0 [ 0,001 0,018
4261100 0,000 0,003
4921 [ 0,000 0,000
568,2 0,000 0,000
656,2 0,000 0,000

Resultados acumulados:

25 % de distribucion < 82,71 nm
50 % de distribucién < |031,31 nm
75 9% de distribucion < |28 .81 nm
90 % de distribucion < 55192 nm
99 % de distribucién <221,87 nm

Tiempo de carrera  =() Hr 21 Min 0 Sec  Longitud de onda =§32 8 nm
Tasa de recuento = 358 KHz Temperatura =23 C
Canal n.”1 =12029K viscosidad =0,945 ¢p
Anchura del canal = 14,0 uSec indice deref.  =1,335
FIG. 3
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