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DESCRIPCION

Liposomas no pegilados de circulacién duradera.
Campo del invento

El presente invento se refiere a liposomas, que pueden ser utilizados para contener y distribuir agentes diagndsticos
o terapéuticos, y a la fabricacion de los mismos.

Fundamento del invento

Los liposomas estdn cominmente compuestos de fosfolipidos y/o esteroles y consisten en una estructura vesicular
basada en bicapas lipidicas que rodean compartimentos acuosos. Varian ampliamente en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas, tales como el tamafio, la carga superficial y la composicién fosfolipidica.

Los liposomas han recibido una atencién creciente como posibles vehiculos para agentes diagnésticos o terapéu-
ticos. Por ejemplo, se han usado liposomas para distribuir agentes diagndsticos tales como agentes de contraste para
la formacién magnética de imdgenes, tal como el quelato Gd:4cido dietilentriaminopentaacético (Gd-DTPA) (véase,
por ejemplo, la Patente de EE.UU. n° 6.132.763), y agentes terapéuticos tales como agentes antraciclinicos, de los que
se ha mostrado que presentan una acusada actividad frente a una gran variedad de neoplasias (véase, por ejemplo, la
Patente de EE.UU. n° 4.769.250).

Sin embargo, los liposomas causan agregacion en la sangre por su reaccién mutua con diversas proteinas del
plasma sanguineo y son capturados por el sistema reticuloendotelial (RES; del inglés, reticuloendothelial system). Por
ejemplo, las células de Kupffer del higado o los macréfagos fijos del bazo atrapan los liposomas antes de que puedan
alcanzar su prevista diana. La captura por el RES ha hecho que la distribucién selectiva de los liposomas a tejidos o
células diana sea muy dificil.

Ademds de la captura por el RES, los liposomas estdn sujetos a interacciones electrostaticas, hidréfobas y de
Van der Waals con protefnas plasmaticas. Estas interacciones dan lugar a una desestabilizacién de los liposomas que
conduce a que las vesiculas sean rdpidamente aclaradas de la circulacién, a menudo antes de que alcancen su diana.

Ademads de las interacciones celulares y proteicas con los liposomas, también han surgido dificultades a la hora de
producir liposomas que encapsulen ciertos farmacos a causa de las interacciones de los fairmacos con los fosfolipidos
de los liposomas. Por ejemplo, las antraciclinas han presentado un efecto de tipo tensioactivo o detergente sobre
la bicapa fosfolipidica de las vesiculas, que causa pérdidas y crea inestabilidad en las vesiculas liposémicas. De
esta manera, los liposomas inestables frente al ambiente de la circulacién y/o frente a su contenido dejardn escapar
prematuramente el agente antineopldsico antes de que alcancen el sitio tumoral. Como resultado de los liposomas
“que hacen aguas” y de las devastadoras toxicidades resultantes, los cientificos han intentado desarrollar liposomas
de circulacién duradera que sean capaces de extravasarse hacia sitios tumorales, los cuales son de naturaleza muy
vascular.

Puesto que los farmacos anticancerosos mds cominmente utilizados no son especificamente téxicos para células
tumorales y son toxicos para todos los tejidos con los que entran en contacto, crean efectos secundarios indeseables
como resultado de sus interacciones con tejidos normales. Por ejemplo, el hidrocloruro de doxorrubicina es uno de
los antibidticos antraciclinicos citotéxicos mds cominmente utilizados en la quimioterapia para el cincer, y se ha
mostrado que posee actividad contra una gran variedad de neoplasias. El hidrocloruro de doxorrubicina es eficaz en el
tratamiento de muchos tumores sélidos y muchas leucemias. Es particularmente eficaz en el tratamiento de cdnceres
de mama que implican politerapias. El hidrocloruro de doxorrubicina representa un protocolo terapéutico para el
sarcoma de Kaposi relacionado con el sida. El hidrocloruro de doxorrubicina también posee una notable actividad
contra tumores de los ovarios, el pulmén, los testiculos, la préstata, el cuello uterino, y la cabeza y el cuello, los
sarcomas estrogénicos y el sarcoma de Ewing.

Las composiciones convencionales de hidrocloruro de doxorrubicina para inyeccién son asequibles como un pro-
ducto liofilizado o como una disolucién de hidrocloruro de doxorrubicina en agua. Es necesario que el producto
liofilizado sea reconstituido con “agua para inyeccién” antes de su administracién. Estos dos productos comerciali-
zados han sido asociados con diversas toxicidades cuando son administrados intravenosamente. La mielosupresion
grave es normalmente limitante de la dosis. Otras toxicidades incluyen nduseas y vomitos, alopecia, mucositis (inclu-
yendo estomatitis y esofagitis) y cardiotoxicidad, las cuales pueden limitar el uso del hidrocloruro de doxorrubicina.
El hidrocloruro de doxorrubicina es un potente vesicante que puede causar extravasacion y necrosis en el lugar de la
inyeccion o en cualquier lugar en que la piel resulte expuesta. La “erupcién doxorrubicinica” no es infrecuente y se
caracteriza por la formacién de estrias eritematosas en el lugar de la inyeccién. La “erupcién doxorrubicinica” remite
normalmente en aproximadamente media hora.

No se conoce exactamente el mecanismo de accién del hidrocloruro de doxorrubicina, pero se han estudiado y
descrito muchas posibilidades. El mecanismo primario atafie a la capacidad del hidrocloruro de doxorrubicina para
intercalarse en el ADN. La integridad del ADN queda significativamente comprometida, lo que da cominmente lugar
a funciones alteradas del ADN. También son comunes las roturas de cadenas sencillas y dobles a causa de la interca-
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lacién del hidrocloruro de doxorrubicina en el ADN. Otro mecanismo del hidrocloruro de doxorrubicina atafie a su
capacidad para generar radicales libres que provocan dafio en el ADN y la membrana celular. Ademds, el hidrocloruro
de doxorrubicina inhibe la topoisomerasa II, lo que hace que la reproduccién del ADN sea ineficaz.

Algunos de los efectos téxicos resultantes del hidrocloruro de doxorrubicina incluyen toxicidad cardiaca, reaccién
anafil4ctica, emetogenicidad, mielosupresion, mucositis, toxicidad cutdnea, alopecia, y toxicidad en el sitio de inyec-
cion [Cancer Investigation 19 (4): 424-436 (2001)]. En teoria, los sistemas con circulacién prolongada (liberacién
lenta) que distribuyen y liberan eficazmente un firmaco a tumores y en las inmediaciones de las células tumorales
son mds ventajosos. Por lo tanto, es deseable tener un liposoma estable capaz de encapsular agentes, tal como el
hidrocloruro de doxorrubicina, que no libere prematuramente su contenido en tejidos sanos o0 no cancerosos.

Los diversos planteamientos realizados en un intento para aumentar el tiempo de circulacién de los liposomas y
asegurar por ello la distribucién del contenido de los liposomas en el tejido diana incluyen los siguientes: enmascara-
miento de los liposomas frente al reconocimiento del sistema reticuloendotelial, usando un revestimiento de restos de
cido sidlico (Patente de EE.UU. n® 4.501.728); aumento de la rigidez de la membrana liposémica con esfingomielina
o fosfolipido neutro con cadenas acilicas predominantemente saturadas que contienen de 5 a 20% de glicolipido (Pa-
tente de EE.UU. n° 4.920.016); formacién de liposomas con una relacién de formaco a lipido 3-80 veces mayor que la
de las preparaciones liposémicas tradicionales en un sistema de 3 compartimentos del agente, las bicapas, y un tampén
inhibidor de la liberacién que contiene 4cido citrico (Patente de EE.UU. n°® 6.083.530); incorporacién de colesterol al
liposoma [Alberto A. Gabizon, Cancer Investigation 19 (4): 424-436 (2001)]; y derivatizacién del fosfolipido con
polietilenglicol (liposomas “pegilados”) (Patentes de EE.UU. nimeros 5.013.556 y 6.132.763).

Desafortunadamente, los planteamientos anteriores sélo han mostrado un potencial limitado para prolongar el
tiempo de circulacion de los liposomas in vivo. Por ejemplo, se ha determinado que el enmascaramiento del liposoma
con 4cido sidlico sélo tiene una capacidad limitada para prolongar las semividas in vivo de los liposomas en circula-
cion (Patente de EE.UU. n°® 4.920.016). Para solventar estos problemas, los cientificos han revestido la superficie del
liposoma con un polimero hidréfilo, tal como polietilenglicol (PEG), para evitar la adsorcién de diversas proteinas
del plasma sanguineo por la superficie del liposoma; véanse, por ejemplo, la Patente de EE.UU. n°® 5.013.556 y la Pa-
tente de EE.UU. n° 5.676.971. Estos liposomas pegilados han sido llamados “liposomas estéricamente estabilizados”
o “liposomas sigilosos”. Parecia que los liposomas pegilados reducian algunos de los efectos toxicos causados por
la liberacién de sus contenidos pero, desafortunadamente, aparecieron nuevos efectos t6xicos a causa de la presencia
del polietilenglicol. Por ejemplo, las preparaciones liposémicas que contienen fosfolipidos pegilados han conducido
a una toxicidad cutdnea generalmente conocida como “sindrome de manos y pies”, que da lugar a erupciones/ilceras
cutdneas en las palmas de las manos y las plantas de los pies (Kenneth B. Gordon, Cancer, volumen 75 (8), 2169-
2173, 1995).

Otra desventaja de los liposomas pegilados es que la presencia de moléculas grandes (PEG) en la superficie lipo-
somica puede reducir las interacciones de los liposomas con las células y dificultar la entrada de liposomas en el tejido
tumoral, reduciéndose posiblemente por ello la acumulacién de farmaco liposémico en el tejido tumoral (Clinical
Cancer Research (5), 3645-3652, 1999).

Por lo tanto, queda la necesidad de liposomas estables de circulacién duradera que no causen efectos deletéreos
tales como el “sindrome de manos y pies”, asi como de métodos para fabricar dichos liposomas y de composiciones
basadas en ellos. El presente invento satisface esta necesidad.

Zhigaltsev et al. [J. Liposome Res. 11 (1): 55-71] informa sobre un estudio de la carga activa de liposomas con
dopamina en respuesta a un gradiente de sulfato amoénico. La fase inicial de la preparacion de los liposomas impli-
caba la hidratacién de una pelicula lipidica seca formada por evaporacién de una disolucién de fosfatidilcolina (ePC,
hsPC o DMPC) y colesterol en cloroformo. La hidratacién fue llevada a cabo con una disolucién 120 mM de sulfato
amonico para obtener una concentracién lipidica final de 20, 50 6 100 mg/ml. Se hace referencia al establecimiento
de un gradiente transmembranal de sulfato amdnico mediante intercambio por didlisis frente a sacarosa, pero no a la
descripcidn del uso de sacarosa en la disolucién de sulfato aménico para hidratacion.

El Documento WO-A-8806442 se refiere a la encapsulacién de doxorrubicina u otros agentes antineoplasicos en
un liposoma utilizando un gradiente i6nico transmembranal para cargar el agente. Se hace referencia a la hidratacién
de peliculas lipidicas de fosfolipido/colesterol pero no al uso de una disolucién hidratante que comprenda sulfato
amonico o sacarosa.

El Documento WO-A-8500968 se refiere a la reduccién de la toxicidad de la adriamicina (4’-O-tetrahidropiranil-
doxorrubicina) u otros farmacos por encapsulacién en un liposoma que contiene a-tocoferol u otro compuesto protec-
tor de farmacos. Se hace referencia a la evaporacion de una disolucién de fosfolipidos, colesterol, adriamicina y a-
tocoferol en cloroformo/metanol y a la hidratacién de la pelicula resultante con una disolucién salina tamponada con
fosfato. La cantidad de la disolucién hidratante utilizada es 1 ml/60 micromoles de lipido. No se hace referencia al uso
de una disolucién hidratante que comprenda sulfato amoénico o sacarosa.

En el Documento US-A-5316771 se describe la carga transmembranal de fairmacos anfipaticos en liposomas utili-
zando un gradiente transmembranal de amonio. En los procedimientos ejemplificados, se hidrata una pelicula lipidica
con sulfato aménico acuoso que contiene desferal (mesilato de desferoxamina). En cada caso, se afladieron 5 ml de la
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disolucién a una pelicula formada a partir de 100 mg de fosfatidilcolina de huevo. No se describe el uso de sacarosa
en la disolucidn de sulfato aménico para hidratacion.

El Documento US-A-4235871 se refiere a la preparacion de liposomas cargados al emulsionar una mezcla de una
disolucién orgéanica de un lipido con una disolucién acuosa del agente activo, separar el disolvente orgdnico para
obtener un gel, y suspender luego el gel en agua. En procedimientos ejemplificados, se disuelve en un disolvente
orgdnico un lipido formado a partir de 50 micromoles de fosfolipido y 50 micromoles de esterol y se mezcla la
disolucién con 10,5 ml de una disolucién acuosa del agente activo, y, después del emulsionamiento, se afladen 5 ml de
otra disolucién acuosa al gel resultante. Se hace referencia a la presencia de sacarosa, pero no como un componente
de un medio acuoso para hidratacién, y no se hace referencia al sulfato amdnico.

El Documento EP-A-0561424 se refiere al uso de sacarosa como azicar protector durante la deshidratacién de
liposomas. Se hace referencia a la adicién de un tampoén acuoso a una disolucién de un lipido formado a partir de
fosfatidilcolina de huevo, pero no se hace referencia al sulfato aménico.

El objeto principal del presente invento es desarrollar una composicién liposémica de doxorrubicina que tenga un
tiempo de circulacién prolongado y que no dé lugar al sindrome de manos y pies. Otro objeto del presente invento es
disminuir la toxicidad y otros efectos negativos asociados con la administracién de doxorrubicina, tales como nduseas,
vomitos y alopecia. Atn otro objeto del presente invento es desarrollar liposomas para sostener composiciones de
agentes antineoplasicos tales como las de doxorrubicina.

Sumario del invento

De acuerdo con un aspecto, el presente invento proporciona un procedimiento para la fabricacién de liposomas
no pegilados de circulacién duradera, que comprende disolver uno o mas fosfolipidos y uno o mas esteroles en un
disolvente o una mezcla de disolventes y eliminar dicho(s) disolvente(s), en que, antes o después de la eliminacién
del(de los) disolvente(s), los lipidos resultantes son hidratados con un medio acuoso para hidratacién en una cantidad
en el intervalo de 10 a 35 ml por cada milimol de fosfolipido presente en la disolucién lipidica, y en que el medio
acuoso para hidratacién comprende sacarosa y no menos de 125 milimoles/litro de sulfato aménico.

Preferiblemente, la cantidad del medio acuoso para hidratacién utilizado es aproximadamente 30 ml por cada
milimol de fosfolipido en la disolucién lipidica.

Ademés, el procedimiento comprende normalmente ajustar el tamafio de los liposomas de la composicién liposé-
mica a un valor de 0,06 um a 0,16 um y/o separar la sal extraliposémica de hidratacion de la composicién liposémica
utilizando una disolucién tampén para didlisis, para formar liposomas no pegilados y con tamaiio ajustado.

El procedimiento para la fabricacién de los liposomas no pegilados puede comprender ademads cargar los liposomas
con un agente terapéutico o diagndstico. Preferiblemente, el agente terapéutico es un agente antineoplésico tal como
hidrocloruro de daunorrubicina, hidrocloruro de epirrubicina o, especialmente, hidrocloruro de doxorrubicina.

Preferiblemente, la relacion molar de fosfolipido a esterol es de 1:0,1 a 1:2 y, mas preferiblemente, es aproxima-
damente 1:0,7.

Los fosfolipidos preferidos tienen una temperatura de transicién de fase de 40°C a 60°C, tienen una cadena de dcido
graso con un minimo de dieciséis carbonos y son seleccionados entre diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC; del inglés,
distearoyl phosphatidylcholine), dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC; del inglés, dipalmitoyl phosphatidylcholine), fos-
fatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC; del inglés, hidrogenated soya phosphatidylcholine) y derivados de dichos
fosfolipidos. Preferiblemente, el fosfolipido es diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC) y el esterol es colesterol.

El procedimiento puede implicar también ajustar el tamafio de los liposomas no pegilados. Dicho tamafio es pre-
feriblemente ajustado por extrusion a través de un filtro que tiene un tamafio de poro de 0,4 a 0,05 um.

Otra realizacion del presente invento proporciona liposomas fabricados mediante el procedimiento aqui descrito y
reivindicado. Los liposomas comprenden los ingredientes en las proporciones descritas en el procedimiento para su
fabricacion, y, preferiblemente, el tamafio medio de los liposomas asi obtenidos es de 0,06 um a 0,16 um.

El presente invento también proporciona una composicion liposdémica, no pegilada y de circulacion duradera de
doxorrubicina para administracién parenteral, que comprende liposomas de doxorrubicina no pegilados, hidrocloruro
de histidina y sacarosa; en que los liposomas de doxorrubicina no pegilados son obtenibles mediante el procedimiento
del invento y comprenden un fosfolipido, especialmente diestearoil-fosfatidilcolina; un esterol, especialmente coleste-
rol; y sacarosa; en que los liposomas tienen preferiblemente un tamafio medio de particula de 0,06 a 0,16 um. Dichos
liposomas de doxorrubicina no pegilados tienen tipicamente un tiempo de circulacién en sangre al menos 25 veces
mayor que el que se obtiene con Adriamycin® cuando se ensaya en ratones albinos suizos con dosis equivalentes.

Preferiblemente, la concentracién de doxorrubicina (calculada como hidrocloruro) es de 1 a 10 mM, mas preferi-
blemente de 3 nM a 7 nM, y muy preferiblemente es aproximadamente 3,45 mM.
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La relacién molar de diestearoil-fosfatidilcolina a colesterol es preferiblemente de 1:0,6 a 1: 0,8, y mds preferible-
mente es aproximadamente 1:0,7.

La relacién molar de doxorrubicina (como hidrocloruro) a diestearoil-fosfatidilcolina es preferiblemente de 1:2 a
1:15, més preferiblemente de 1:2 a 8, y muy preferiblemente es aproximadamente 1:3,5.

La concentracién de sacarosa es preferiblemente de 0,1 M a 0,5 M, més preferiblemente de 0,25 M a 0,3 M, y
especialmente es aproximadamente 0,27 M.

La concentracién de hidrocloruro de histidina es preferiblemente de 1 mM a 100 mM, mas preferiblemente de 8 a
12 mM, y muy preferiblemente es aproximadamente 10 mM.

El tamafio medio preferido de los liposomas es de 0,08 um a 0,12 um.

En una composicién ejemplar, la doxorrubicina (como hidrocloruro) estd presente en una cantidad de aproximada-
mente 2 mg/ml, la relacién molar de doxorrubicina a fosfolipido es aproximadamente 1:3,5, y la relacién de fosfolipido
a colesterol es aproximadamente 1:0,7.

En otra composicién ejemplar, la doxorrubicina (como hidrocloruro) estd presente en la cantidad de aproximada-
mente 4 mg/ml, la relaciéon molar de doxorrubicina a fosfolipido es aproximadamente 1:3,5, y 1a relacién de fosfolipido
a colesterol es aproximadamente 1:0,7. El tiempo de circulacién (t¥2) de la composicion en la sangre es preferible-
mente més de 40 veces mayor que el que se obtiene con Adriamycin® cuando se ensaya en ratones albinos suizos con
dosis equivalentes.

Descripcion detallada del invento

El presente invento proporciona liposomas no pegilados estables de circulacién duradera, asi como un método para
su fabricacion. Los liposomas pegilados son liposomas revestidos con polietilenglicol (PEG). La superficie del liposo-
ma es decorada con varios miles de hebras de PEG, un procedimiento llamado “pegilacién”. Las hebras de PEG hacen
que la superficie del liposoma sea “peluda”, y esto evita la rapida absorcién de proteinas sanguineas por la superficie
de los liposomas. La rapida absorcion acelera la rdpida eliminacién de los liposomas de la sangre. Por contraste, los
liposomas pegilados estdn protegidos y son eliminados de la sangre a una velocidad mucho mds baja. En compara-
cién con los liposomas preparados sin PEG, los liposomas pegilados son mds estables y son menos incorporados por
células del sistema reticuloendotelial (RES), y todo agente o farmaco encapsulado presenta una tendencia reducida
a salir de ellos mientras estdn en circulacion. Por ejemplo, la farmacocinética de los PEG-liposomas que encapsu-
lan doxorrubicina se caracteriza por una prolongada semivida en circulacion, un lento aclaramiento plasmatico y un
reducido volumen de distribucién en comparacién con la doxorrubicina liposémica no pegilada o la doxorrubicina
libre. La circulacién prolongada y la capacidad de los liposomas pegilados para extravasarse a través de la vasculatura
tumoral da lugar a la localizacién de doxorrubicina en el tejido tumoral con la posibilidad aumentada de una respuesta
tumoral aumentada a causa de una acumulacién potenciada de farmaco, especialmente en tumores muy angiogénicos.
Ademés, la estabilidad aumentada de los liposomas pegilados con respecto a los liposomas convencionales da lugar a
una disminucién de la disponibilidad del farmaco en el tejido de érganos sensibles y, por lo tanto, a una disminucién
de la toxicidad y de otros efectos negativos tales como nduseas, vomitos y alopecia. Sin embargo, como resultado
de los usos clinicos de los liposomas pegilados, se ha comunicado un importante efecto secundario conocido como
“sindrome de manos y pies”, en el que se observan tlceras o erupciones cutdneas en las palmas de las manos y las
plantas de los pies (Kenneth B. Gordon, Cancer, volumen 75 (8), 2169-2173, 1995). Otra desventaja de los liposomas
pegilados es que la presencia de moléculas grandes (PEG) en la superficie liposémica puede reducir las interacciones
de los liposomas con las células y dificultar la entrada de liposomas en el tejido tumoral, reduciéndose posiblemente
por ello la acumulacién de farmaco liposémico en el tejido tumoral.

El procedimiento del presente invento proporciona liposomas no pegilados estables, de baja toxicidad y circulacién
duradera, que presentan la estabilidad de los liposomas pegilados con la duradera semivida en circulacion y la reducida
toxicidad anteriormente descritas. Sin embargo, puesto que los liposomas del presente invento no requieren el uso de
PEG para alcanzar los resultados anteriores, no causan el “sindrome de manos y pies”.

En el procedimiento del presente invento, la hidratacién de los lipidos se lleva a cabo utilizando un medio de
hidratacién acuoso, que comprende sulfato aménico y sacarosa, antes o después de la evaporacién del disolvente
utilizado para disolver los lipidos. Los disolventes adecuados para el invento son disolventes orgdnicos en que se
puede disolver el fosfolipido. Un experto en la técnica apreciard los disolventes cominmente utilizados y adecuados
en la fabricacién de liposomas. Los disolventes adecuados ejemplares incluyen, pero no se limitan a, cloroformo,
cloruro de metileno, etanol, metanol y acetona.

Cuando la hidratacion de los lipidos se lleva a cabo después de la evaporacion del disolvente, se prefieren disol-
ventes tales como cloroformo y cloruro de metileno.

Cuando la hidratacién de los lipidos se lleva a cabo antes de la evaporacion del disolvente, se prefieren disolventes
miscibles con agua tales como etanol, metanol y acetona.
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Cuando la hidratacién se lleva a cabo después de la evaporacion del disolvente, el procedimiento comprende formar
una pelicula lipidica por evaporacion del disolvente de una disolucion lipidica que comprende uno o més fosfolipidos,
uno o mas esteroles, y un disolvente o una mezcla de disolventes.

La evaporacion de un disolvente puede ser llevada a cabo mediante cualquier técnica de evaporacién, tal como,
pero sin limitarse a, evaporacion al hacer pasar una corriente de gas inerte por encima de la disolucién, mediante ca-
lentamiento, mediante vacio, o mediante calentamiento bajo vacio. Se emplean comiinmente matraces para rotavapor.

Cuando la hidratacion se lleva a cabo antes de la evaporacion del disolvente, el procedimiento comprende la evapo-
racién del disolvente de la suspension liposdmica acuosa que contiene el disolvente. La evaporacién de un disolvente
puede ser llevada a cabo mediante cualquier técnica de evaporacion, tal como, pero sin limitarse a, evaporacion al ha-
cer pasar una corriente de gas inerte por encima de la disolucién, mediante calentamiento, mediante vacio, o mediante
calentamiento bajo vacio. Se emplean cominmente matraces para rotavapor.

Una vez que se ha evaporado un disolvente o una mezcla de disolventes, s6lo quedan los liposomas en forma de
suspensién acuosa.

En el presente invento se puede utilizar cualquier fosfolipido adecuado para preparar liposomas. Los fosfolipidos
adecuados incluyen aquellos que tienden a disminuir la permeabilidad de la membrana liposémica. Los liposomas
que contienen fosfolipidos con cadenas de acido graso largas son mds estables y dan lugar a una liberacién més lenta
del agente que los liposomas compuestos por fosfolipidos que tienen cadenas de 4cido graso mas cortas. Conforme
aumenta la longitud de la cadena carbonada del 4cido graso, también aumenta la temperatura de transicién de fase.
Los liposomas compuestos por fosfolipidos con mayor temperatura de transicion de fase liberan su contenido mas
lentamente que los liposomas compuestos por fosfolipidos con menor temperatura de transicion de fase. Una mayor
temperatura de transicion de fase permite una lenta liberacién del contenido desde el interior de los liposomas a la
corriente sanguinea ya que las membranas fosfolipidicas son semipermeables. Otras caracteristicas del fosfolipido que
afectan a la estabilidad y la permeabilidad de la membrana incluyen el grado de saturacién y la carga.

Preferiblemente, los liposomas del presente invento contienen lipidos neutros. Se prefiere que los lipidos neutros
tengan una temperatura de transicién de fase de 40°C a 65°C, y més preferiblemente de 50°C a 54°C. Los fosfolipidos
preferibles tienen una cadena de 4cido graso de al menos dieciséis carbonos.

Los fosfolipidos adecuados empleados en el procedimiento del presente invento incluyen, pero no se limitan a,
diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC), dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina hidrogenada de soja (HSPC)
y derivados de dichos fosfolipidos. Las fosfatidilcolinas son lipidos neutros preferidos. Un fosfolipido preferido es el
1,2-diestearoil-sn-glicerol-3-fosfocolina, que es comiinmente conocido como diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC). El
peso molecular de la DSPC es 790 y su férmula molecular es Cy4HggNOgP.

Se incorporan esteroles a los liposomas junto con fosfolipidos para alterar la rigidez y la permeabilidad de las
membranas de los liposomas. Un esterol ejemplar es el colesterol y los derivados o compuestos andlogos del mismo.
El colesterol tiende a aumentar la rigidez y a disminuir la permeabilidad de las membranas liposémicas. El colesterol
es una molécula anfipatica y se inserta en la membrana fosfolipidica con sus grupos hidroxilo orientados hacia la
superficie acuosa. El colesterol se incorpora en una concentracion que proporciona una permeabilidad 6ptima a la
membrana del liposoma pero también mantiene la rigidez de la membrana. La seleccién de la relacién de fosfolipido a
colesterol define la velocidad de disolucién del contenido de los liposomas. Los liposomas del presente invento tienen
normalmente una relacién molar de fosfolipidos a esterol que varia de 1:0,1 a 1:2. Preferiblemente, el intervalo es de
1:0,5 a 1:1,5. Una relacién molar preferible de fosfolipidos a esterol cuando el fosfolipido es diestearoil-fosfatidilcolina
(DSPC) y el esterol es colesterol es de 1:0,6 a 1:0,8. Una relacién molar preferida es aproximadamente 1:0,7.

El disolvente o las mezclas de disolventes se evaporan bajo vacio. Cuando la hidratacion se lleva a cabo después
de la eliminacién del disolvente, la pelicula lipidica formada es hidratada con un medio de hidratacién acuoso para
formar los liposomas. El medio de hidratacion acuoso se afiade a la pelicula con agitacién o bajo mezclamiento para
hidratar la pelicula lipidica y formar los liposomas. Un experto en la técnica apreciard los medios de hidratacién
acuosos adecuados que hay que emplear. Los medios de hidratacién acuosos preferibles contienen tampones/sales con
el fin de que estén disponibles para establecer mas tarde un gradiente quimico en el procedimiento, para facilitar la
carga de diversos agentes en los liposomas.

El volumen del medio de hidratacién acuoso estd controlado/reducido en comparacién con la cantidad del medio
de hidratacién utilizado en la fabricacién de liposomas convencionales y liposomas pegilados. Al reducir el volumen
del medio de hidratacién acuoso, los fosfolipidos se pueden empaquetar mds juntos para dar lugar a un “caparazén” o
membrana liposémica mds gruesa. El “caparazén” mds grueso proporciona una liberacién lenta y estable de circulacién
duradera y una toxicidad disminuida del contenido de los liposomas sin necesidad de PEG. Cuanto menor sea el
volumen del medio de hidratacién utilizado, mds juntos se empaquetaran los fosfolipidos y mds grueso llegard a ser el
caparazon. Por “controlado/reducido” se quiere significar que el volumen del medio de hidratacién acuoso utilizado
en el presente invento es mas pequefio que la cantidad previamente conocida o aceptada del medio de hidratacién
acuoso. Utilizando un volumen reducido preferido de medio de hidratacién (por ejemplo, 30 ml por cada milimol
de fosfolipido) y una concentracién preferida de colesterol, la composicién liposémica resultante tendrd una bicapa
fosfolipidica rigida.
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Esta reduccién del volumen del medio de hidrataciéon puede ser también visualizada en términos de la relacién del
volumen de medio utilizado por moles de fosfolipido presentes en la disolucién lipidica. En el presente invento, la
cantidad del medio de hidratacién acuoso utilizado estd en el intervalo de 10 a 35 ml por cada milimol de fosfolipido
presente en la disolucion lipidica. Preferiblemente, el volumen del medio de hidratacién acuoso estd entre 20 y 35 ml,
y es especialmente de 20 a 30 ml, por cada milimol de fosfolipido presente en la disolucién lipidica. Mds preferible-
mente, el volumen del medio de hidratacién acuoso es aproximadamente 30 ml por cada milimol de fosfolipido usado
en la disolucion lipidica.

El tamaiio de los liposomas es apropiadamente ajustado. Un experto en la técnica apreciard los métodos conocidos
para ajustar el tamafio de los liposomas. Uno de dichos métodos es la homogeneizacién bajo presién. Otro método
adecuado incluye la extrusion de los liposomas a través de filtros con un tamafio de poro que corresponda al tamafio
deseado del liposoma. Puesto que los liposomas del presente invento tienen una membrana mds estrechamente em-
paquetada, el ajuste del tamafio tiende a ser mds dificil que con los liposomas convencionales. De esta manera, su
tamaifio es preferiblemente ajustado por medio de una serie de filtros con un tamafio de poro cada vez mds pequefio.
Por ejemplo, después de la hidratacion, los liposomas son inicialmente hechos pasar a través de un filtro que tiene un
tamaiio de poro de 0,40 um y luego a través de filtros con un tamafio de poro sucesivamente mas pequefio, de 0,06 um
o, preferiblemente, 0,05 um. El tamafio de los liposomas resultantes varia de 0,05 6 0,06 um a 0,2 um. Un intervalo
preferido para el tamafio medio es de 0,08 um a 0,12 um.

La sal extraliposomica del medio de hidratacion es separada por lavado o eliminada de los liposomas. La didlisis
utilizando un medio de didlisis es un método ejemplar para eliminar la sal extraliposémica del medio de hidratacién. En
la didlisis se puede utilizar cualquier disoluciéon tampén adecuada. La eliminacién de la sal extraliposémica presente
en la composicién liposémica crea un gradiente quimico a través de la membrana liposémica, de dentro a fuera, al que
se recurre mas tarde para la carga de los liposomas. Otro medio adecuado para eliminar la sal extraliposdmica incluye
la ultrafiltracién o la cromatografia en columna.

Los liposomas del presente invento proporcionan un mecanismo de distribucién de liberacién lenta y circulacién
duradera para agentes terapéuticos o diagndsticos. Para cargar los liposomas con un deseado agente terapéutico o
diagndstico, se puede utilizar cualquier método conocido. Los métodos ejemplares incluyen afiadir el agente a la peli-
cula lipidica antes de la hidratacién de la pelicula lipidica, incorporar directamente el agente al medio de hidratacion,
mediante un gradiente de pH, y mediante un gradiente quimico. Un método preferido implica la carga de un agente
utilizando un gradiente quimico. Cuando los liposomas son cargados mediante un proceso de carga activa, se mezcla la
disolucién del farmaco con la suspension liposémica vacia a una temperatura superior o equivalente a la temperatura
de transicion de fase de los fosfolipidos.

Utilizando un gradiente quimico, se puede controlar ficilmente la cantidad de agente, y, una vez que el agente esta
cargado dentro del liposoma, la fuga al medio extraliposémico es minima. Ademds, si se utiliza un medio de hidrata-
cioén que contiene un tampon/sales en la operacién de hidratacion, la creacién de dicho gradiente resulta muy factible
después de la eliminacion de la sal extraliposémica del medio de hidratacién de la manera anteriormente descrita. Sin
embargo, la hidratacion con una disolucién de sulfato aménico hecha isoténica con cloruro sédico (como se describe
en la Patente de EE.UU. n° 5.316.771) da lugar a liposomas que presentan pérdidas durante el almacenamiento. El
contenido de farmaco libre en la composicién liposémica aumenta durante el almacenamiento, lo que aumenta a su vez
la toxicidad. Por lo tanto, se presenta la necesidad de fortalecer la membrana liposémica. De esta manera, el presente
invento proporciona el uso concomitante de un agente isoosmdtico que no es reactivo con otros ingredientes de la
disolucién ni con los propios liposomas en el medio de hidratacién. Se hallé que el uso de sacarosa resulta protector
para las membranas liposémicas. La sacarosa ayuda a proteger y hacer mds rigida la membrana liposémica y también
a mantener la isotonicidad de la composicion liposémica. Las membranas liposdmicas han sido protegidas de la des-
hidratacion antes de la liofilizacién mediante el uso de sacéridos tales como trehalosa, sacarosa y maltosa (Patente de
EE.UU. n° 4.880.635).

De esta manera, el presente invento proporciona el uso de sacarosa con sulfato aménico como un medio de hidra-
tacion para suministrar a los liposomas, que son més rigidos y que, durante el almacenamiento, no dejan salir al agente
en ellos encapsulado. Con la adicién de sacarosa al medio de hidratacion, la sacarosa permanece dentro y fuera de la
superficie de la membrana liposémica endureciendo ambas caras de la membrana liposémica, reduciendo por ello la
fuga del farmaco. Es preferible que la concentracién de sacarosa en el medio de hidratacién sea de 0,1 M a 0,5 M. Se
prefiere una concentracién de 0,25 M a 0,3 M, especialmente de aproximadamente 0,27 M.

La concentracion de sulfato aménico en el medio de hidratacién desempefia un papel vital en la fuga del farmaco
de los liposomas. Cuando se utiliza para la hidratacién para formar liposomas, el sulfato aménico en una concentracién
inferior a 125 mM mostr6 la fuga del fairmaco durante el almacenamiento. De este modo, la concentracién de sulfato
amonico en la disolucién no es inferior a 125 milimoles/litro y el medio de hidratacién contiene sacarosa.

Cuando se lleva a cabo una didlisis, ésta permite separar la sal extraliposdmica, es decir, el sulfato amonico, pero
no separar el sulfato amonico intraliposémico, lo que causa el gradiente quimico de dentro a fuera a través de la
membrana liposémica.

Hay muchas disoluciones tampén adecuadas que se pueden usar tanto para cargar el agente en los liposomas
como para diluir la composicién liposémica resultante hasta una concentracién deseada del agente. Puesto que los
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liposomas contienen fundamentalmente fosfolipidos, que son estables en un pH aproximadamente neutro de 6,0 a
8,0, las disoluciones tampoén utilizadas para cargar y diluir liposomas deberian tener también un pH neutro. Ademds,
idealmente, la disolucién tampdn deberia ser adecuada para preparaciones parenterales. Algunas de las disoluciones
tampdén mds comunes usadas en preparaciones parenterales, que son adecuadas en el presente invento para cargar el
agente en los liposomas y para la dilucién de la composicidén liposémica, son tampones de glicocola, fosfato, citrato,
acetato e histidina. Es preferible una disolucién tampén de histidina ya que tiene el pH mds estable en el intervalo
neutro. Preferiblemente, la disolucién tampén comprende sacarosa e hidrocloruro de histidina en una relacién molar
de 29:0,1 a 29:10, mas preferiblemente de aproximadamente 29:1. La relacién ponderal de hidrocloruro de histidina
a sacarosa puede ser aproximadamente 1:50. El uso de sacarosa ayuda a proteger y hacer mas rigida la membrana
liposémica y también a mantener la isotonicidad de la composicién liposémica.

Una vez que los liposomas estdn cargados, se elimina todo agente no atrapado. Los métodos adecuados incluyen,
pero no se limitan a, cromatografia de filtracion en gel, didlisis, y tratamiento con una resina microporosa de copoli-
mero de estireno/divinilbenceno, especialmente Dowex®, y una filtracién subsiguiente. El tratamiento con Dowex® es
un método preferido a causa de la facilidad de su uso. Cuando se usa la didlisis, se lleva preferiblemente a cabo de la
misma manera que se describi6 antes cuando se eliminaban las sales extraliposémicas del medio de hidratacién.

Como se discutié anteriormente, al controlar o reducir la cantidad del medio de hidratacién acuoso, los liposomas
resultantes tienen un contenido aumentado de fosfolipido por unidad de volumen en comparacién con los liposomas
convencionales o pegilados. Un aumento del contenido de fosfolipido aumenta la estabilidad de los liposomas y
disminuye la permeabilidad y, de este modo, lentifica la liberacién de cualquier agente atrapado.

Los agentes adecuados para cargar en liposomas del presente invento son compuestos anfipaticos solubles en agua,
con grupos ionizables. Los agentes anfipdticos presentan caracteristicas tanto hidréfilas como lipdfilas y pueden ser
agentes terapéuticos o diagnosticos, los agentes terapéuticos pueden ser cualquier agente deseado e incluyen agentes
antineoplasicos.

Un agente antineopldsico es un firmaco que evita, mata, o bloquea el crecimiento y la diseminacién de células
cancerosas. Hay muchos agentes antineopldsicos adecuados, algunos de los cuales incluyen altretamina; asparagi-
nasa; BCG; sulfato de bleomicina; busulfin; carboplatina; carmustina; clorambucilo; cisplatina-cisplatino, cis-diam-
mino-dicloroplatino; cladribina, 2-clorodesoxiadenosina; ciclofosfamida; citarabina-arabinésido de citosina; dacarba-
zina/imidazol-carboxamida; dactinomicina; daunorrubicina-daunomicina, hidrocloruro de daunorrubicina; dexameta-
sona; doxorrubicina, hidrocloruro de doxorrubicina; epirrubicina; etopdsido-epipodofilotoxina; floxuridina; fluorou-
racilo; fluoximesterona; flutamida; fludarabina; goserelina; hidroxiurea; idarrubicina-HCI; ifosfamida-isofosfamida;
interferén alfa; interferén alfa 2a; interferén alfa 2b; interferén alfa n3; irinotecan; leucovorina célcica; leuprolida;
levamisol; lomustina; megestrol; melfalan-mostaza de L-fenilalanina, L-sarcolisina; hidrocloruro de melfalan; meclo-
retamina, mostaza nitrogenada; metilprednisolona, metotrexato-ametopterina, mitomicina-mitomicina C; mitoxantro-
na; mercaptopurina, paclitaxel; plicamicina-mitramicina; prednisona; procarbazina; estreptozocina-estreptozotocina;
tamoxifeno; 6-tioguanina; tiotepa-trietilentiofosforamida; vinblastina; vincristina; y tartrato de vinorrelbina. Los agen-
tes antineopldsicos preferidos incluyen hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina e hidrocloruro
de epirrubicina.

El presente invento también proporciona la carga de los liposomas con agentes diagndsticos, incluyendo, pero sin
limitarse a, los agentes de contraste (también llamados “agentes paramagnéticos”) para formacién de imédgenes por
resonancia magnética (MRI; del inglés, magnetic resonance imaging) usados para ayudar a obtener una foto clara
durante la MRI. La MRI es una clase especial de procedimiento diagndstico en que se emplean imanes y ordenadores
para crear imdgenes o “fotos” de ciertas zonas del interior del cuerpo. A diferencia de los rayos X, no requiere ra-
diacién ionizante. Los agentes diagnésticos para MRI ejemplares incluyen gadodiamida, gadopentetato, gadoteridol,
gadoversetamida y el quelato Gd:4cido dietilentriaminopentaacético (GD-DTPA) (Patente de EE.UU. n° 6.132.763).

Una vez que se han cargado los liposomas y se ha eliminado el agente terapéutico/diagndstico no encapsulado,
la composicion liposdmica puede ser asépticamente filtrada para esterilizacion, lo que la hace adecuada para admi-
nistracion parenteral. Idealmente, el filtro es un filtro de al menos 0,2 um. Luego se filtra la composicién liposémica
en un recipiente estéril y exento de pirégenos para material fluido o suelto. Posteriormente, se llenan asépticamente
recipientes estériles mas pequefios, exentos de pir6geno, tales como viales de vidrio, con la composicion estéril. Se
elimina el aire del espacio superior del recipiente mediante una purga con un gas inerte, tal como nitrégeno, y se sellan
los recipientes. Mediante “adecuada para administracién parenteral” se quiere significar que la composicién es estéril
e isotdnica y estd controlada en cuanto a endotoxinas bacterianas.

El presente invento también proporciona liposomas no pegilados, de baja toxicidad, circulacién duradera y estables.
Los liposomas son preferiblemente fabricados mediante los métodos aqui descritos. Los liposomas de este invento son
liposomas no pegilados de circulacioén duradera que tienen una semivida en circulacién sanguinea al menos 25 veces
mayor que la de las formulaciones no liposémicas convencionales (Adriamycin®) cuando se ensaya en ratones albinos
suizos con dosis equivalentes. Una semivida en circulacion sanguinea preferida es aproximadamente 40 veces mayor
que la obtenida con Adriamycin®.

Los liposomas no pegilados del presente invento estdn compuestos por un fosfolipido y colesterol. Las relacio-
nes aceptables de fosfolipido a colesterol se describieron anteriormente, y la relacién molar es preferiblemente de
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1:0,1 a 1:2. Una relacién molar preferida de fosfolipido a esterol es aproximadamente 1:0,7. Las fosfatidilcolinas son
fosfolipidos preferidos, y se prefiere especialmente la diestearoilfosfatidilcolina (DSPC).

Los liposomas no pegilados pueden ser cargados con un agente diagndstico o terapéutico. Dichos agentes son co-
nocidos y se discutieron anteriormente. Los liposomas no pegilados del presente invento son preferiblemente cargados
utilizando un gradiente quimico, como se discutié anteriormente.

Un liposoma no pegilado preferido del presente invento es cargado con hidrocloruro de doxorrubicina y es prepara-
do utilizando los métodos anteriormente descritos. En una realizacion, cuando se carga hidrocloruro de doxorrubicina
utilizando el procedimiento de carga activa anteriormente descrito, se disuelve el agente en una disolucién tampén
adecuada (como se describié anteriormente) antes de la carga para obtener una concentraciéon de al menos 25 mM.
Cuando el proceso de carga activa implica un gradiente de sulfato aménico, el sulfato aménico reacciona con el hidro-
cloruro de doxorrubicina para formar sulfato de doxorrubicina. El sulfato de doxorrubicina es insoluble y permanece
dentro de los liposomas después de la carga. Una vez que se ha eliminado todo farmaco no atrapado o libre de los
liposomas cargados, los liposomas cargados con el firmaco son diluidos utilizando una disolucién tampén acuosa
hasta alcanzar la concentracién de farmaco requerida. La preferida disolucién tampdn usada es una disolucién tampén
de sacarosa-histidina, como se discuti6é previamente.

Una composicion liposémica no pegilada ejemplar de doxorrubicina contiene aproximadamente 2 mg/ml de do-
xorrubicina (calculada en forma de hidrocloruro). Otra composicién liposémica no pegilada ejemplar de doxorrubicina
contiene aproximadamente 4 mg/ml de doxorrubicina (calculada en forma de hidrocloruro). Utilizando los métodos
del presente invento, la doxorrubicina puede ser cargada en liposomas no pegilados en una concentracién el doble
de la deseada en la composicién deseada final. Los liposomas cargados pueden ser luego diluidos con una disolucién
tampdn adecuada (como se describi6 anteriormente) hasta alcanzar la concentracion deseada de doxorrubicina por ml
de composicién liposémica. Tras la dilucién, el medio externo en que estan suspendidos los liposomas resulta diluido,
mientras que el agente del interior de los liposomas queda sin diluir.

En una realizacién preferida, la relacién molar de hidrocloruro de doxorrubicina a fosfolipidos es de 1:2 a 1:15.
Una relacién molar preferida es aproximadamente 1:3,5.

El presente invento también proporciona composiciones liposémicas no pegiladas de doxorrubicina. La composi-
cién comprende liposomas no pegilados como los anteriormente descritos, en adecuados vehiculos farmacéuticamente
aceptables que son conocidos en la técnica. Los liposomas han sido cargados con hidrocloruro de doxorrubicina. Las
composiciones son adecuadas para administracion parenteral y son de circulacion duradera.

Una realizacién proporciona composiciones liposémicas no pegiladas de doxorrubicina, de circulacién duradera,
para administraciéon parenteral. La composicion liposémica comprende liposomas no pegilados de doxorrubicina en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados son conocidos en
la técnica. En una composicién farmacéutica preferida, la concentracién de doxorrubicina varia de 1 mM a 10 mM
y mas preferiblemente es aproximadamente 6,9 mM, pero muy preferiblemente es aproximadamente 3,45 mM. La
concentracion molar de fosfolipidos varia de 10 mM a 15 mM en la composicién parenteral. Un contenido mas
preferido es aproximadamente 12,15 mM.

La composicién preferida comprende ademds diestearoilfosfatidilcolina, colesterol, hidrocloruro de histidina y
sacarosa. Preferiblemente, los liposomas tienen un tamafio medio de 0,06 yum a 0,16 ym.

Preferiblemente, el contenido de hidrocloruro de doxorrubicina es 1-10 mM y, mds preferiblemente, el contenido
de hidrocloruro de doxorrubicina es aproximadamente 3,45 mM.

En composiciones preferidas del presente invento, la relacién molar de diestearoilfosfatidilcolina a colesterol es de
1:0,6 a 1:0,8 y preferiblemente es aproximadamente 1:0,7.

En composiciones preferidas del presente invento, la relacién molar de hidrocloruro de doxorrubicina a diestea-
roilfosfatidilcolina es de 1:2 a 1:10, preferiblemente de 1:2 a 1:8, y mds preferiblemente es aproximadamente 1:3,5.

El contenido de sacarosa es preferiblemente de 0,45 M a 0,55 M, mas preferiblemente de 0,1 M a 0,5 M, especial-
mente de 0,25 M a 0,3 M, y, muy preferiblemente, es aproximadamente 0,27 M.

En composiciones preferidas del invento, el contenido de hidrocloruro de histidina es de 1 mM a 100 mM, mas
preferiblemente de 8 a 12 mM, y, muy preferiblemente, es aproximadamente 10 mM.

En composiciones preferidas del invento, los liposomas tienen un tamafio medio de 0,08 um a 0,12 um.
En una realizacién del invento, el hidrocloruro de doxorrubicina estd presente en una cantidad de aproximadamente

4 mg/ml, la relacién molar de doxorrubicina a DSPC es aproximadamente 1:3,5, y la relacién de DSPC a colesterol es
aproximadamente 1:0,7.
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En otra realizacion del invento, el hidrocloruro de doxorrubicina esta presente en una cantidad de aproximadamente
2 mg/ml, la relacién molar de doxorrubicina a DSPC es aproximadamente 1:3,5, y la relacién de DSPC a colesterol es
aproximadamente 1:0,7.

En las composiciones, los liposomas de doxorrubicina tienen preferiblemente una semivida en circulacién (t;,,)
mi4s de 40 veces mayor que la de Adriamycin® cuando se ensaya en ratones albinos suizos con dosis equivalentes.

Se reduce el crecimiento tumoral al administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién lipo-
somica no pegilada de doxorrubicina del presente invento. Puesto que las composiciones liposdmicas no pegiladas
de doxorrubicina tienen un tiempo de circulacién prolongado, muestran una toxicidad disminuida y no presentan los
problemas relativos al “sindrome de pies y manos”, proporcionan un tratamiento viable para reducir el crecimiento
tumoral. Un facultativo experto podria utilizar los datos aqui presentados, asi como el conocimiento comun relativo a
las cantidades de dosificacion, los tiempos de dosificacién y las vias de administracion, para tratar con los liposomas
no pegilados de doxorrubicina del presente invento a un individuo que tuviera un tumor susceptible de tratamiento
mediante hidrocloruro de doxorrubicina. Las composiciones con hidrocloruro de doxorrubicina en cantidades de 2
mg/ml y 4 mg/ml del presente invento son ttiles para un tratamiento para reducir el crecimiento tumoral.

El presente invento también proporciona un procedimiento preferido para preparar las composiciones preferidas
del invento. El procedimiento comprende:

disolver lipidos que comprenden diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) y colesterol en un solo disolvente o en una
mezcla de disolventes;

eliminar dicho(s) disolvente(s) antes o después de hidratar los lipidos mediante la adiciéon de un medio de
hidratacién acuoso para formar liposomas en una composicion liposémica, en que dicho medio de hidratacién
acuoso comprende sulfato aménico y sacarosa y tiene una concentracion de sulfato aménico no inferior a 125
mM, y en que el medio de hidratacién acuoso se afiade en una cantidad en el intervalo de 10 ml a 35 ml por
cada milimol de DSPC;

ajustar el tamafio de los liposomas de la composicién liposémica resultante, preferiblemente a un valor de 0,06
pum - 0,16 yum;

eliminar el sulfato aménico extraliposémico de la composicion liposémica con tamaiio ajustado, utilizando una
disolucién tampodn de sacarosa-histidina que comprende hidrocloruro de histidina y sacarosa;

disolver hidrocloruro de doxorrubicina en dicha disolucién tampdn de sacarosa-histidina para obtener una di-
solucién con una concentracién de hidrocloruro de doxorrubicina de al menos 25 mM;

mezclar la disolucién de hidrocloruro de doxorrubicina resultante y la composicion liposdmica exenta de sulfato
amonico extraliposémico para obtener una composicién liposémica cargada con doxorrubicina;

eliminar el hidrocloruro de doxorrubicina extraliposémico de dicha composicion liposémica cargada con do-
xorrubicina mediante, por ejemplo, filtracion con flujo tangencial, cromatografia en columna o tratamiento con
resinas tales como resinas basadas en un copolimero microporoso de estireno/divinilbenceno;

completar el volumen de la resultante composicion liposémica exenta de hidrocloruro de doxorrubicina extra-
liposémico con una disolucién tamp6n de sacarosa-histidina, para obtener una composicién liposémica con la
concentracion deseada de doxorrubicina; y

filtrar asépticamente dicha composicién liposémica a través de un filtro estéril de 0,2 um, de calidad esteriliza-
dora, en un recipiente estéril para obtener dicha composicién liposémica de doxorrubicina.

Los liposomas no pegilados que contienen composiciones de doxorrubicina del presente invento han mostrado unos
efectos toxicos disminuidos en comparacién con las formulaciones de hidrocloruro de doxorrubicina convencionales
(Adriamycin®) y las formulaciones de hidrocloruro de doxorrubicina en liposomas pegilados (Caelix®). M4s adelan-
te, en la Tabla 1, se proporcionan los resultados de los estudios farmacocinéticos y de toxicidad aguda en ratones. Se
compararon los liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento, fabricados mediante los pardmetros
expuestos en el Ejemplo II, con Adriamycin® y Caelix®. La dosis letal mediana (DLs,) para los liposomas de do-
xorrubicina no pegilados del presente invento es mayor que para Adriamycin® y Caelix®, lo que demuestra que los
liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento tienen menor toxicidad.
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TABLA 1

Estudios farmacocinéticos y de toxicidad aguada en ratones

Parametros Ejemplo I Caelix® Adriamycin®
DL, (mg/kg) 16,13 13,5 10,29
DMT (mg/kg) 8 8 5
Crmax (Hg/ml) 267,54 285,74 26,8
tmax (horas) 0,085 0,085 0,085
Kel 0,0997 0,07109 4,851811
ty2 (horas) 6,948 9,748 0,143
ABC (pg-h/ml) 1694,024 2083,215 1,244
Vd (ml) 1,480 1,688 41,42
Vd (ml/kg) 59,20 67,52 1656,79
IA (ml/h) 0,15 0,12 200,96

Abreviaturas: DMT = dosis maxima tolerada; Cn.x = concentracién méxima de
farmaco alcanzada en el plasma; t,.. = tiempo necesario para alcanzar la concen-
tracion maxima de farmaco en el plasma; Kel = constante de eliminacion; ty, =
tiempo requerido para que la concentracién de farmaco en el plasma resulte dis-
minuida un 50%; ABC = &rea bajo la curva de "concentracién” frente al "tiempo";
Vd = volumen de distribucién; 1A = indice de aclaramiento del farmaco

Se utilizaron los liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento sobre el tumor de mama humano
MCF-7, implantado en ratones. Los resultados se proporcionan mas adelante en la Tabla 2. La diferencia en cuanto a
peso tumoral y eficacia se mide mediante el porcentaje del ensayo frente al testigo (E/T%). En este estudio (Ejemplo
VI), la médxima relacién E/T al usar Caelyx® es -78 con 12 mg/kg y -34,7 con 6 mg/kg, mientras que, al usar los
liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento, la mdxima relacion es -93,4 con 12 mg/kg y -89,43 con
6 mg/kg. Estos resultados demuestran que las composiciones liposémicas de doxorrubicina no pegiladas del presente
invento parecen ser mds eficaces a la hora de reducir el peso tumoral que la formulacién de liposomas pegilados
actualmente comercializada, Caelix®.

TABLA 2

Efecto sobre el peso tumoral medio (mg) del tumor de mama humano MCF-7, implantado en ratones desnudos

Testigo Ejemploil  Ejempio Caelyx® Caelyx®
Dia salino (6 mg/kg) (12mg/kg) (6mg/kg) (12 mg/kg)
1 36,5 31,5 68,4 38,3 57,88
5 36,75 4533 81,6 443 50,75
9 63,13 40,17 436 415 31, 38
12 52,38 42,83 46,1 60,17 32
16 78,13 533 16,2 25 27,8
19 94 3,33 8 25 22,8
23 95,38 3,33 45 16 16,6
26 94,38 3,33 45 25 12,6
Ganancia de peso 43,4 -28,17 -63,9 -13,3 -45,2
EM% ND -89,43 -93,4 -34,7 -78

ND = no disponible

11
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Se ensay6 la actividad antitumoral de los liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento frente a
células de leucemia L1210 de ratén. Los resultados se proporcionan més adelante en la Tabla 3. Los resultados de este
ensayo (Ejemplo VI) muestran que las composiciones liposémicas de doxorrubicina no pegiladas del presente invento
son tan eficaces como los liposomas pegilados (Caelix®).

5
TABLA 3
Actividad antitumoral frente al modelo de leucemia L1210 de raton
10
Dosis Tiempo de super-  Tiempo medio de
Grupo (mg/kg) Ratones vivencia (dias) supervivencia (dias) E/T%
13 1/5 17
2/5 16
Testigo ND 3/5 17 16 ND
20 salino 475 16
515 16
25 1/5 20
2/5 20
Ejemplo Il 6 3/5 29 20,4 128
30 4/5 20
5/5 20
1/5 23
35
2/5 20
Ejemplo Il 12 3/5 20 21,2 132
10 4/5 20
5/5 23
1/5 18
45 2/5 22
Caelyac® 6 3/5 20 20,4 128
4/5 20
>0 5/5 22
1/5 18
5 2/5 22
] Caelyx® 12 3/5 20 20,6 129
4/5 23
60 5/5 20
E/T%: Porcentaje del ensayo frente al testigo
65 Los anteriores resultados de las Tablas 1-3 demuestran que la composicién liposémica de doxorrubicina no pe-

gilada del presente invento tiene un menor perfil de toxicidad y un tiempo de circulacién mas prolongado que los
liposomas pegilados, composicién que ha probado su eficacia de actividad antitumoral in vivo frente a los modelos

tumorales MCF-7 y L1210.
12
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Para que los expertos en la técnica puedan entender mejor este invento, se exponen los ejemplos siguientes, con
los que se describe la preparacion, la caracterizacién y la aplicacién quimioterapéutica in vivo en un modelo de for-
mulaciones liposémicas de este invento en un animal. Estos ejemplos se presentan s6lo con fines de ilustracion, y con
ellos no se pretende limitar el presente invento en modo alguno.

El hidrocloruro de doxorrubicina utilizado en estos ejemplos era de calidad parenteral y satisfacia las especifi-
caciones de la Farmacopea de EE.UU. Los fosfolipidos utilizados en estos ejemplos eran de calidad parenteral. El
colesterol utilizado en estos ejemplos satisfacia las especificaciones de la Farmacopea de EE.UU. El agua utilizada en
estos ejemplos era de calidad parenteral y satisfacia las especificaciones del “agua para inyeccién”. Todos los demas
aditivos utilizados en estos ejemplos eran de calidad parenteral. El procesamiento completo se llevé a cabo en una
zona con ambiente controlado.

En los estudios con animales para la evaluacién comparativa con una composicion liposémica no pegilada de
doxorrubicina del presente invento, se usaron Caelyx® (formulacién liposémica pegilada de doxorrubicina), fabricado
por Ben Venue Laboratories, EE.UU., y Adriamycin® (formulacién no liposémica convencional de doxorrubicina),
fabricado por Pharmacia & Upjohn, EE.UU. Adriamycin® es un polvo liofilizado estéril para inyeccién en viales, cada
uno de los cuales contiene 10 mg de hidrocloruro de doxorrubicina, 50 mg de lactosa y 1 mg de hidroxibenzoato de
metilo. Antes de su uso, el polvo liofilizado es reconstituido con 5 ml de “agua para inyeccién” proporcionada con el
conjunto.

Para el ensayo hematolégico, se utiliz6 un contador de células (analizador automatizado para hematologia KX-21
de Sysmex™).

Ejemplos

Ejemplo I

Procedimiento para preparar una composicion liposémica que contiene doxorrubicina
Formacion de la pelicula lipidica

Se disolvieron DSPC (1,565 g) y colesterol (0,521 g), uno después del otro, en cloroformo (40 ml) en un matraz
para rotavapor. Se mezclaron hasta que se formd una disolucién clara. Se conectd el matraz a un rotavapor y se ajusto la
temperatura del bafio de agua a 60°C. Se evapor6 el disolvente bajo vacio para formar una pelicula delgada de lipidos
sobre la pared del matraz. Una vez liberado el vacio, se hizo girar el matraz durante aproximadamente 5 minutos
mientras se introducia nitrégeno en el matraz para eliminar todo disolvente residual por secado.

Hidratacion

La pelicula lipidica del matraz fue luego hidratada con 60 ml de un medio de hidratacién acuoso que contenia
sulfato amonico. El medio de hidratacién consistia en 10,0 g de sacarosa, 2,04 g de sulfato amoénico y 100 ml de agua.
El matraz que contenia la pelicula lipidica y el medio de hidratacién fue hecho girar durante 30 minutos en un bafio
de agua a una temperatura mantenida en un valor de 65-68°C, para formar los liposomas.

Reduccion del tamaiio de los liposomas mediante extrusion

El tamafio de la suspensién liposémica anteriormente obtenida fue ajustado mediante extrusiones sucesivas a través
de filtros que tenian un tamaiio de poro de 0,4 ym a 0,05 ym.

Desarrollo de un gradiente de sulfato amonico

La suspension de los liposomas con tamafio ajustado fue dializada frente a una disolucién tampén de sacarosa-
histidina para eliminar el sulfato aménico extraliposémico, credandose de este modo un gradiente quimico. Para la
didlisis se utilizé un sistema de filtraciéon con flujo tangencial provisto de un cartucho de 300 kDa. Se ensay¢ la
ausencia de sulfato amonico utilizando un reactivo Nessler.

La disolucién tampdn de sacarosa-histidina utilizada en la didlisis y en la carga del firmaco (mds adelante) era la
siguiente: 170,0 g de sacarosa, 3,40 g de histidina-HClI, 1,7 litros de agua, e hidréxido sédico en una cantidad suficiente
para ajustar el pH a un valor de 6,0 a 6,5.

Carga del farmaco

En un matraz de fondo redondo, se prepard una disolucién de 15 mg/ml de doxorrubicina-HCl en una disolucién
tampdn de sacarosa-histidina (anteriormente descrita) para cargar la preparacion liposémica y para conseguir lipo-
somas cargados con farmaco que tuvieran una concentraciéon de 4 mg/ml de doxorrubicina (calculada en forma de
hidrocloruro). Se afiadieron lentamente los liposomas con tamafio ajustado y dializados de antes al matraz de fon-
do redondo y se mezclaron durante una hora a 65°C. Los liposomas cargados con el farmaco fueron mezclados con
Dowex® durante 30 minutos para eliminar el firmaco no atrapado. Los liposomas cargados con el formaco fueron
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diluidos hasta una concentraciéon de 2 mg/ml utilizando la disolucién tampén de sacarosa-histidina y fueron luego
asépticamente filtrados utilizando un filtro de membrana estéril de 0,22 um. Luego se llenaron asépticamente viales
de vidrio estériles y exentos de pir6genos con la composicién liposémica filtrada de doxorrubicina y se sellaron los
mismos bajo una cubierta de nitrégeno usando tapones de caucho revestido con Teflon®.

Ejemplo 11

Comparacion de las DLs, de las formulaciones de doxorrubicina

DSPC - 9,55 mg
Colesterol 3,15 mg
Doxorrubicina (como hidrocloruro)  : 2,01 mg
Sacarosa - 95 mg
Hidrocloruro de histidina 12 mg

Se prepar6 la composicion mediante un procedimiento igual al del Ejemplo 1.

Se disolvié hidrocloruro de doxorrubicina (216 mg) en 14 ml de disolucién tampdn de sacarosa-histidina, se afiadié
la disolucién a 40 ml de liposomas con tamafio ajustado y se mezcl6 durante 1 hora. La resultante dispersion de la
disolucién liposémica cargada con el farmaco fue luego hecha pasar a través de una columna de Dowex® para eliminar

el farmaco no atrapado.

El producto obtenido después del paso a través de la columna de Dowex® tenfa las caracteristicas siguientes:

Andlisis del producto

Contenido total de doxorrubicina (como HCI)
Contenido de doxorrubicina atrapada (como HCI)

: 3,98 mg/ml
: 3,94 mg/ml

Se analizé el producto anterior, tras una dilucién con un tampén de histidina hasta una concentracién de 2 mg/ml,

en cuanto a los pardmetros siguientes:

Aspecto

pH

Tamafio de particula

Contenido de DSPC

Contenido de colesterol

Contenido de doxorrubicina (como HCI)
Contenido de sacarosa

Contenido de histidina-HCI

Endotoxinas bacterianas

Esterilidad

. Liquido translucido de color rojo

16,1

- Tamafo medio de particula de 0,093 um
: 9,55 mg/ml

23,15 mg

: 2,01 mg/mi

: 9,35% en peso/volumen

- Positivo

: Menos de 2,2 UE/mg de hidrocloruro

de doxorrubicina

: Estéril

Se someti6 esta composicion a estudios de toxicidad aguda en ratones.

Animales utilizados
Intervalo de pesos de los animales

Numero de grupos 03

Numero de animales por grupo - 10

. Ratones albinos suizos de cualquier sexo
12022 g
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Se dividieron los animales en 3 grupos, y cada grupo comprendia diez animales. El Grupo 1 recibi6 una composi-
cién del Ejemplo II, el Grupo 2 recibié Caelyx®, y el Grupo 3 recibié Adriamycin®.

Todos los animales recibieron inyecciones por via intravenosa. Antes de la administracién a los animales, las
disoluciones de los farmacos fueron adecuadamente diluidas con una disolucién de dextrosa (5% en peso/volumen).
Luego se observaron los animales durante un periodo de 14 dias. Se observaron en cuanto a cualquier toxicidad clinica
y a la mortalidad.

En la Tabla 1 se proporcionan los valores de DLs, de las diferentes formulaciones de doxorrubicina estudiadas.

Se hall6 que la dosis DLy, era 16,13 mg/kg, mientras que la dosis DLs, para la preparacion convencional comercia-
lizada (Adriamycin®) era 10,29 mg/kg. La DLs, para la comercializada preparacién liposémica pegilada Caelyx® era
13,5 mg/kg. Estos resultados muestran que los liposomas no pegilados del presente invento presentan una toxicidad
reducida en comparacién con otras formulaciones de doxorrubicina y con formulaciones liposémicas pegiladas de
doxorrubicina, incluyendo formulaciones liposémicas pegiladas de doxorrubicina.

Ejemplo III

Comparacion de las toxicidades subagudas de las formulaciones de doxorrubicina

Animales utilizados - Ratones albinos suizos de cualquier sexo
NuUmero de grupos 11
Numero de animales por grupo .8

Intervalo de pesos de los animales  : 19-23 g

Via de administracion : Intravenosa

Se dividieron los animales en 11 grupos, y cada grupo comprendia ocho animales. El Grupo 1 recibié una inyeccién
de dextrosa al 5%, el Grupo 2 recibi6 liposomas vacios (antes de la carga del formaco) del presente invento, el Grupo
3, el Grupo 4 y el Grupo 5 recibieron una composicién del Ejemplo II con diferentes dosis, el Grupo 6, el Grupo 7 %
el Grupo 8 recibieron Caelyx® con diferentes dosis, y el Grupo 9, el Grupo 10 y el Grupo 11 recibieron Adriamycin
con diferentes dosis. Las dosis se proporcionan en la Tabla 4.

TABLA 4

Dosis de formulaciones de doxorrubicina para estudios de toxicidad por dosis repetidas en ratones

N° de Dosis Dosis acumulada
Grupo Grupo (mg/kg de peso corporal)  (mg/kg de peso corporal)

1 Dextrosa - -

2 Liposomas vacios - -

3 1 7

4 Ejemplo Il 2 14

5 3 21

6 1 7

7 Caelix® 2 14

8 3 21

9 1 7

10 Adriamycin® 2 14

11 3 21
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Todos los grupos recibieron inyecciones en dias alternos durante catorce dias, por via intravenosa. Antes de la
administracién a los animales, las formulaciones se diluyeron adecuadamente con una inyeccién de dextrosa al 5%.
Se observaron los animales durante el periodo de estudio de 14 dias en cuanto a lo siguiente:

mortalidad;

signos y sintomas clinicos;
peso corporal;

consumo de alimento; y

pesos de 6rganos

Resultados
Mortalidad

Se registr6 el porcentaje de mortalidad a lo largo de un periodo de catorce dias para todas las formulaciones.

TABLA 5

Porcentaje de mortalidad para las diversas dosis de formulaciones de doxorrubicina

Dosis Porcentaje
Grupo (mg/kg de peso corporal)  de mortalidad

Dextrosa - 0
Liposomas vacios - 0

1 0
Ejemplo Il 2 0

3 0

1 0
Caelix® 2 0

3 0

1 0
Adriamycin® 2 0

3 12,5

Signos clinicos

Durante el curso del estudio, se observé desprendimiento de piel de la cola y alopecia en todos los grupos tratados
con doxorrubicina. El desprendimiento de piel de la cola se observo en los animales después de cinco inyecciones. Se
observoé alopecia dependiente de la dosis en todos los animales tratados con doxorrubicina. En la Tabla 6 se detalla la
alopecia durante el curso de este estudio.
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TABLA 6

Incidencia de alopecia en ratones tratados con varias formulaciones de doxorrubicina

Formulacién Graduacion de la alopecia

Dextrosa -
Liposomas vacios -

Ejemplo Il (1 mg/kg) +
Ejemplo Il (2 mg/kg) +
Ejemplo Hl (3 mg/kg) ++
Caelix® (1 mg/kg) Piloereccién #
Caelix® (2 mg/kg) +
Caelix® (3 mgrkg) ++
Adriamycin® (1 mg/kg) +
Adriamycin® (2 mg/kg) ++
Adriamycin® (3 mg/kg) PR

# Se observo piloereccion (elevacién del pelo) en uno
de 8 animales el dia 12 del tratamiento

+ Uno de 8 animales mostro alopecia

++ Dos de 8 animales mostré alopecia

+++ Tres de 8 animales mostré alopecia

++++ Cuatro de 8 animales mostrd alopecia

Peso corporal
Se registr6 el peso corporal de los animales el dia 1, el dia 4, el dia 7 y el dia 14. Con las dosis de 2 mg/kg y 3
mg/kg, se observd una disminucién del peso corporal en todos los grupos tratados con farmaco. La pérdida de peso

fue significativamente diferente de la del testigo. El peso corporal de los animales que recibieron liposomas vacios fue
comparable al del grupo de dextrosa.

Consumo de alimento

En el periodo de 4 a 14 dias, los animales tratados con doxorrubicina mostraron, en general, una disminucién en
el consumo de alimento.

Pesos de organos

Se recogieron y pesaron los 6rganos de los animales supervivientes. Se hallé que los pesos medios de los 6rganos
de todos los animales eran comparables en todos los grupos tratados con farmaco.
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Evaluacion de la farmacocinética de las formulaciones de doxorrubicina

Animales utilizados

: Ratones albinos suizos de cualquier sexo

Numero de grupos 03
Numero de animales por grupo 48

Peso corporal de los animales :25-30¢g
Dosis para el estudio farmacocinético  : 10 mg/kg

Puntos temporales

:5min, 30 min, 1h,2h,5h,10h, 15h, 20 h

Numero de ratones por punto temporal : 6 ratones

Después de la recogida, las muestras de sangre fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 20 minutos y el plasma
fue separado y fue congelado a -20°C hasta ser analizado. Se descongel6 el plasma congelado y se utiliz6 para el

analisis.

Se afiadi6 1 ml de acetonitrilo a 100 1 de plasma, se revolvié durante 10 minutos y se centrifugd a 3250 rpm
durante 10 minutos. Se retir6é el sobrenadante y se le afladieron 0,5 ml de una disolucién saturada de ZnSO,. La
disolucidn resultante fue revuelta durante 5 minutos y fue luego centrifugada a 3250 rpm durante 10 minutos. La capa
orgdnica superior fue luego retirada y fue secada a 60°C bajo nitrégeno gaseoso exento de oxigeno. El residuo obtenido
fue luego reconstituido con 200 ul de Disolvente A que contenia ZnSO,. Luego se inyectaron 100 ul de esta disolucién
a la columna para cromatografia de alta eficacia en fase liquida.

Instrumento
Columna

Temp. de la columna
Fase movil

Caudal
Detector

Tiempo de analisis

Andlisis estadistico

Cromatoégrafo Shimadzu LC-10ATyp para liquidos

C8 Thennoquest™ Hypersil MOS (250 x 4,6 mm, 5 um)

Ambiental

Disolvente A: agua acidificada (pH de 2,5, ajustado con acido
perclérico al 60%) y tetrahidrofurano (80:1, vol./vol.)

Disolvente B: acetonitrilo

Disolvente A:Disolvente B (40:60)

1 ml/min

Detector de fluorescencia (RF — 10 AXL Shimadzu; excitacion

a 460 nm y emisién a 550 nm)

15 min

Se us6 la prueba t de Student para la comparacion entre las tres formulaciones. Los resultados se resumen en la

Tabla 1.
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Ejemplo V

Comparacion de las toxicidades subagudas de las formulaciones de doxorrubicina

Animales utilizados

Numero de grupos

Numero de animales por grupo
Intervalo de pesos de los animales
Dosificacion y administracion

Evaluacion farmacologica
signos clinicos de toxicidad;
peso corporal;
pardmetros hemodindmicos;
hematologia; y

pardmetros bioquimicos.

. Perros

03

03

- 10-20 kg

. 1 mg/kg mediante infusién intravenosa duran-
te 20 minutos. La administraciéon se realizd
una vez a la semana (es decir, después de 7
dias) para 4 dosis

TABLA 7

Signos clinicos de toxicidad

Signos Testigo (inyeccién
de dextrosa al 5%)

Adriamycinﬁ Ejempilo Il

Lesién dérmica

VVémitos En este grupo no

se vio ninguno
Diarrea de los signos
Otros

Lesiones alopécicas, lesiones eri-
témicas vistas tras la tercera dosis

En la primera y segunda dosis — 2/3 | En este grupo
En la tercera y cuarta dosis - 1/3 no se vio

1/3 después de la segunda, tercera |ninguno de
y cuarta dosis los signos

Anorexia

Peso corporal

El grupo tratado con Adriamycin® mostré una disminucién en el peso corporal, mientras que los grupos tratados

con el testigo y la composicion del Ejemplo II no mostraron cambio alguno en el peso corporal.
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TABLA 8

Parametros hemodinamicos

Parametros Testigo (inyeccién Adriamycin® Ejemplo |l
de dextrosa al 5%)

Presion sanguinea Normal Normal Normal

Frecuencia cardiaca Normal Aumentos en un valor Normal
medio de +29,17%

Frecuencia respiratoria Normal Disminuciones en un Normal
valor medio de -42,12%

Temperatura Aumentos de temperatura corporal durante la administracién
y después de ella (clinicamente no significativos)

Pardmetros hematolégicos estudiados
glébulos rojos;
glébulos blancos totales y recuento diferencial de glébulos blancos;
hemoglobina;
hematocrito;
volumen corpuscular medio; y
plaquetas.
Todos los anteriores pardmetros estudiados estuvieron en los intervalos normales en todos los grupos.
Pardmetros bioquimicos
En el grupo tratado con Adriamycin® se hallaron aumentos en los niveles de creatinina fosfocinasa y de lactato
deshidrogenasa, mientras que, en los grupos del testigo y de la composicién del Ejemplo II, no se observé cambio
significativo alguno.

Prueba de la funcion hepdtica (LFT; del inglés, liver function test)

En el grupo tratado con Adriamycin® se observaron aumentos en los niveles de aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa y bilirrubina total, mientras que, en los grupos del testigo y de la composicién del Ejemplo II, no se
observd cambio significativo alguno.

Prueba de la funcion renal (KFT; del inglés, kidney function test)

En el grupo tratado con Adriamycin® se observaron aumentos de nitrégeno ureico en sangre (BUN; del inglés,
blood urea nitrogen) y de creatinina, mientras que el grupo testigo no mostré aumento alguno. El grupo tratado con
la composicién del Ejemplo II mostré un aumento en los niveles tanto de BUN como de creatinina que, sin embargo,
eran significativamente menores que los del grupo tratado con Adriamycin®.

Ejemplo VI

Evaluacion de la actividad antitumoral de la formulacion liposomica no pegilada de doxorrubicina del presente
invento con la formulacion liposomica pegilada de doxorrubicina (Caelyx®) frente a la leucemia L1210 de ratén y el
tumor de mama humano MCF-7 implantados en ratones desnudos

Preparacion de la dosis

Se diluyeron las dos formulaciones de doxorrubicina anteriores hasta 1 mg/ml con disolucién salina (0,9%) normal

estéril. Se administraron volimenes apropiados de las disoluciones de fairmaco a diversos grupos de ensayo basandose
en el peso corporal para que los animales recibieran el farmaco del modo indicado en las Tablas 9 y 10.
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En ambos modelos se usaron hembras de ratén desnudo NCr (nu/nu) de seis semanas de edad.

Los animales fueron alojados en jaulas con microaislante de policarbonato del modo especificado en la “Guide
for Care and Use of Laboratory Animals” (publicacién ILAR, 1996, National Academy Press). Se ventilaron bien las
habitaciones (mds de 10 cambios de aire por hora) con aire fresco a 50%. Se mantuvo un fotoperiodo de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad. Se mantuvo la temperatura de la habitacién entre 18 y 26°C.

Antes de la inoculacién del tumor, se dejé que los animales del estudio se aclimataran durante al menos 3 dias.
Descripcion general

Las dos formulaciones liposémicas antes indicadas fueron ensayadas en los modelos de leucemia L1210 de ratén
y tumor de mama humano MCF-7 en dos concentraciones, cada una frente a un grupo testigo que recibié disolucién
salina.

Modelo L1210
Células tumorales

Se obtuvo la linea celular de leucemia L1210 de ratén del ATCC y se propagd usando métodos estadndares para
proliferacion celular in vitro. Se desarrollaron las células en un medio de cultivo con los complementos apropiados y
suero bovino fetal (FBS; del inglés, foetal bovine serum) al 10%. Luego se desarroll6 el cultivo en 35 matraces T-225
hasta una confluencia de 80-90%. Se recolectaron las células mediante centrifugacién y se resuspendieron las células
sedimentadas en medio RPMI exento de suero hasta 10° células viables/ml. Utilizando una aguja 25G, se inyectaron
0,1 ml de suspension celular a los animales.

Grupos y dosificaciones
Cada grupo consisti6 en 5 animales. Se inocularon intraperitonealmente 10° células tumorales/ratén a los ratones.

Se administraron intravenosamente ambas formulaciones liposémicas los dias 1, 5 y 9 con las dosis mostradas en la
Tabla 9. Se observaron los animales durante 30 dias después del tratamiento y se registré la mortalidad.

TABLA 9

N° de N° de ma- Dosis total  Dosis/inyeccion N° total
grupo  chos/hembras Formutacion (mg/kg) (mgarkg) de dosis

1 0/5 Disolucién salina ND ND 3

2 0/5 Caelyx® 12 4 3

3 0/5 Caelyx® 6 2 3

4 0/5 Ejemplo Il 12 4 3

5 0/5 Ejemplo [l 6 2 3

Se examinaron diariamente los animales y se pesaron dos veces a la semana, y se registraron sus pesos. Se registrd
cualquier mortalidad durante el curso del estudio.

Se evaluaron las actividades antitumorales de las dos formulaciones liposdmicas comparando el tiempo de su-
pervivencia medio en cada grupo tratado con el de los testigos que recibieron disolucién salina. Los resultados se
expresaron en términos de relaciones E/T, que se calcularon del modo siguiente:

tiempo medio de supervivencia del grupo de ensayo

ElT%=— - - - ”
tiempo medio de supervivencia del grupo testigo

x100

Se considera que una relacién E/T < 125% representa una actividad significativa.
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En la Tabla 3 se proporcionan los resultados de la actividad antitumoral frente al modelo de leucemia L1210 de
raton.

Las mortalidades variaban de 15 a 26 dias después de la primera inyeccién (Dfa 1). El tiempo medio de superviven-
cia del grupo testigo, que recibié disolucién salina, fue 16,5 dias. Se observé un aumento del tiempo de supervivencia
en los dos grupos tratados con farmaco. Los dos grupos tratados con farmaco mostraron una diferencia similar en el
tiempo medio de supervivencia (E/T%), lo que indica que la composicién del Ejemplo II es tan eficaz como Caelyx®
frente al modelo del tumor L1210.

Modelo MCF-7
Células tumorales

Se obtuvo la linea celular MCF-7 de tumor de mama humano del ATCC y se propagd usando métodos estandares
para proliferacién celular in vitro. Se desarrollaron las células en un medio de cultivo con los complementos apropiados
y FBS al 10%. Luego se desarroll6 el cultivo en 35 matraces T-225 hasta una confluencia de 80-90%. Las células
fueron recolectadas por centrifugacion y las células sedimentadas fueron tratadas con tripsina y fueron resuspendidas
en medio RPMI exento de suero hasta 107 células viables/ml. Utilizando una aguja 25G, se inyectaron 0,1 ml de
suspension celular a los animales.

Grupos y dosificaciones

Cada grupo consistié en 5 animales. 5 dias antes de la inoculacién, se implantaron glébulos de estrégeno en los
ratones. Se inocularon subcutdneamente 107 células tumorales/rat6n a los ratones. Se dejé que creciera el tumor hasta
que alcanzara un tamafio de 30-100 mm?®. Una vez que el tumor hubo alcanzado el tamafio apropiado (5° dia después
de la inoculacidn), se administraron intravenosamente dosis de la formulacién de ensayo los dias 1, 5 y 9 a los ratones,
como se muestra en la Tabla 10. Dos veces a la semana, y hasta 30 dias después del inicio del tratamiento, se midi6 el
tamafio del tumor usando un calibrador.

TABLA 10

N° de N° de ma- Dosis total Dosis/inyeccion N° total
grupo  chos/hembras Formulacion (mg/kg) (mg/kg) de dosis

1 0/5 Disolucién salina - - -

2 0/5 Caelyx® 12 4 3

3 0/5 Caelyx® 6 2 3

4 0/5 Ejemplo 12 4 3

5 0/5 Ejempilo I 6 2 3

Se examinaron diariamente los animales y se pesaron dos veces a la semana, y se registraron sus pesos. Se midieron
la longitud y la anchura de los tumores de los ratones individuales dos veces a la semana usando un calibrador, y se
calcul¢ el peso aproximado (mg) de los tumores a partir de sus dimensiones (mm x mm) usando la férmula para el
volumen de un elipsoide alargado:

LxW?
2
donde L es la mas larga de las dos mediciones.

Se evaluaron las actividades antitumorales de las dos formulaciones liposémicas comparando el cambio del peso
del tumor en el grupo tratado con el de los testigos, que recibieron disolucién salina.

El cambio del peso del tumor fue calculado restando el peso tumoral mediano del grupo el dia 5 después de la
inoculacién de las células tumorales, del peso tumoral mediano del grupo el dia de la evaluacién final (dia 30 después
del tratamiento).

v Wt = Wt finat — Wt inicial
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Para todos los grupos de ensayo, la relacién E/T se calculé de la forma siguiente:

E/T% =v Wt del ensayo!Wt iniciat del ensayo x 100

Se considera necesaria una relacion E/T < 20% para demostrar una actividad moderada. Se considera que una E/T
< 10% representa una actividad significativa.

En la Tabla 2 est4 tabulada la actividad antitumoral frente al modelo de tumor de mama humano MCF-7.

TABLA 11

Muertes precoces en diversos grupos de animales

Grupo Dosis  Mortalidad
Testigo Ninguna 0/5
Ejemplo il 6 mg/kg 0/5

Ejemplo Il 12 mg/kg 0/5
Caelyx® 6 mg/kg 2/5
Caelyx® 12 malkg 1/5

Los tumores del grupo testigo continuaron creciendo durante todo el estudio hasta alcanzar un méaximo de 116,4
mg el dia 26°, mientras que los tumores de los ratones tratados retrocedieron significativamente durante el curso
del estudio. Los tumores desaparecieron completamente en el grupo que recibié 12 mg/kg de la composicién de la
formulacién del Ejemplo II, lo que indica que la composicién del Ejemplo II es eficaz frente a tumores de mama
humanos MCF-7.

Como se muestra en la Tabla 11, se produjeron varias muertes precoces en diversos grupos. Sin embargo, parecia
que la causa de las muertes no estaba relacionada con los tumores. No hubo muertes en el grupo testigo de disolucién
salina, que tenia los tumores mds grandes. Se realizaron las necropsias de algunos de los animales muertos y se hallé
que todos ellos tenfan vejigas hinchadas anormales. A la finalizacion del estudio, muchos de los animales sacrificados
también tenfan vejigas hinchadas. El examen histopatolégico de una de las vejigas hinchadas no revel6 evidencia algu-
na de metastasis tumoral. La muerte prematura de los ratones desnudos tratados con estrégeno y con tumor implantado
se debe a la incidencia de una enfermedad urogenital.

Ejemplo VII

Determinacion de la dosis mdxima tolerada (DMT) y valoracion de la eficacia terapéutica de los liposomas de do-
xorrubicina del presente invento en ratones atimicos desnudos con un tumor ovdrico humano A121

Se llevaron a cabo la determinacion de la dosis maxima tolerada y la evaluacion de la eficacia terapéutica de los
liposomas de doxorrubicina del presente invento en ratones atimicos desnudos con un tumor ovarico humano A121, en
comparacién con una formulacién no liposémica convencional (Adriamycin®) y una formulacién liposémica pegilada
(Caelyx®).

Por medio de un implante con trocar, se implanté subcutdneamente un tumor ovarico A121 humano en ratones
atimicos desnudos Ncr-nu/nu [4 ratones/grupo (10 en el grupo testigo)]. Se usé un total de 46 animales en este expe-
rimento. Para el experimento, se utilizé un total de 46 animales. Se evaluaron intravenosamente dosis equivalentes de
Adriamycin®, Caelyx® y la composicién del Ejemplo II. Los formacos se administraron intravenosamente por la vena
de la cola de los ratones los dfas 5 y 12 después de la implantacién del tumor.

Todos los grupos de tratamiento demostraron una buena eficacia antitumoral.

El programa de dosificacion se presenta mas adelante.
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Testigo

Los ratones testigo no recibieron tratamiento alguno.

Adriamycin®
12 mg/kg (6 mg/kg x 2 inyecciones)
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
36 mg/kg (18 mg/kg x 2 inyecciones)

Caelyx®
12 mg/kg (6 mg/kg x 2 inyecciones)
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
36 mg/kg (18 mg/kg x 2 inyecciones)

Composicion del Ejemplo I1
12 mg/kg (6 mg/kg x 2 inyecciones)
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
36 mg/kg (18 mg/kg x 2 inyecciones)

Todos los ratones recibieron la maxima dosis del formaco libre, 36 mg/kg (18 mg/kg x 2 de Adriamycin®), y 3 de
los 4 ratones que recibieron la dosis intermedia de 24 mg/kg murieron como resultado de la toxicidad del farmaco. Por
lo tanto, la dosis madxima tolerada (DMT) de Adriamycin® es inferior a 24 mg/kg.

Los ratones toleraron tanto Caelyx® como la composicién del Ejemplo II. Ambas formulaciones fueron bien to-
leradas en una dosis de 36 mg/kg. Sin embargo, parecia que Caelyx® causaba mas toxicidad que la composicién del

Ejemplo II y producia mayor pérdida de peso en los ratones que recibian la dosis mayor (36 mg/kg).

Este estudio demuestra que la composicién del Ejemplo II es mejor tolerada que la preparacion liposémica pegilada
comercialmente asequible (Caelyx®) y la formulacién no liposémica convencional (Adriamycin®).
Ejemplo VIII
Evaluacion de la eficacia de la composicion liposomica de doxorrubicina del presente invento en ratones atimicos
desnudos a los que se han implantado xenoinjertos de tumor DLD1 de colon humano, positivo para Pgp y resistente
a miiltiples fdrmacos

Se sometié la composicién del Ejemplo II, junto con Caelyx® y Adriamycin®, a estudios de eficacia en ratones
atimicos desnudos a los que se habia implantado subcutaneamente el tumor de colon humano DLD-1 (Pgp+), resistente
a farmacos.

Por medio de implantacidn con trocar, se implanté subcutdneamente un tumor de colon DLD-1 humano a animales,
ratones atimicos desnudos (4 ratones/grupo; 10 en el grupo testigo).

Testigo

Los ratones testigo no recibieron tratamiento alguno.

Adriamycin®
12 mg/kg (6 mg/kg x 2 inyecciones)
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
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Caelyx®
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
36 mg/kg (18 mg/kg x 2 inyecciones)
48 mg/kg (24 mg/kg x 2 inyecciones)

Composicion del Ejemplo I1
24 mg/kg (12 mg/kg x 2 inyecciones)
36 mg/kg (18 mg/kg x 2 inyecciones)
48 mg/kg (24 mg/kg x 2 inyecciones)

Se utilizé un total de 42 animales para el experimento.

Resultados

Las dosis de Adriamycin® se redujeron a 12 y 24 mg/kg en este estudio basandose en la toxicidad observada
en el Ejemplo VII después de la administracién de 36 mg/kg de firmaco libre. Por contraste, las dosis de Caelix®
y de la composicion del Ejemplo II se aumentaron a 48 mg/kg para comparar sus eficacias y toxicidades con las
del farmaco libre en sus respectivas DMTs. Todos los agentes fueron administrados a ratones atimicos desnudos por
medio de inyeccién intravenosa en la vena de la cola los dias 5 y 12 después de la implantacién tumoral subcutdnea
del xenoinjerto de tumor de colon humano, positivo para Pgp y resistente a multiples formacos.

Todos los grupos de los tratamientos demostraron eficacia antitumoral. Sin embargo, los ratones que recibieron
cualquiera de las preparaciones liposdmicas demostraron una eficacia antitumoral significativamente mayor. Para dosis
equivalentes de farmaco libre (24 mg/kg), se observo un retraso mediano de 10 dias en el crecimiento tumoral con el
farmaco libre, mientras que todos los ratones que habian recibido preparaciones liposdmicas presentaban tumores que
tenfan menos de 600 nm® el dia 40. No fue evidente toxicidad alguna con una dosis de 36 mg/kg de Caelix® o de la
composicién del Ejemplo II.

Con las mayores dosis (48 mg/kg) de ambas formulaciones liposémicas de farmaco (24 mg/kg x 2; Caelix® o la
composicién del Ejemplo II), los ratones presentaron una pérdida de peso > 15%, y 1 de 4 animales de cada uno de
esos grupos murié pronto (dias 17, 19) como resultado de la toxicidad del farmaco. Por lo tanto, las DMTs de ambas
formulaciones liposémicas eran similares y parecian ser inferiores a 48 mg/kg.

Por contraste con Adriamycin®, las dos formulaciones liposémicas [Caelix® (doxorrubicina pegilada) y la compo-
sicién del Ejemplo II (doxorrubicina no pegilada)] presentaban una significativa eficacia antitumoral frente a tumores
de colon DLD1 humanos, resistentes a multiples farmacos y positivos para Pgp, subcutdneamente implantados en
ratones atimicos desnudos. Para dosis equivalentes de 24 mg/kg, ambas formulaciones liposémicas presentaban una
eficacia aumentada en comparacidn con el farmaco libre. Ademds, ambas formulaciones liposémicas presentaban unas
toxicidades menores en comparacion con el farmaco libre, lo que permite que se administre mas fairmaco. Parece que
la DMT para Adriamycin® es aproximadamente la mitad de las DMTs para las formulaciones liposémicas. Las dosis
de farmaco liposémico de 36 mg/kg fueron bien toleradas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ejemplos IX a XIII

En la Tabla 12 se proporcionan las composiciones y procedimientos de los Ejemplos IX a XIII.
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TABLA 12

Ejemplo IX | Ejemplo X | Ejemplo XI | Ejemplo Xil | Ejemplo XIlI
Parametros Tamafiode | Menor Mayor Fosfolipido | Hidratacion
cambiados - particula colesterol colesterol Cia convencional
Ingredientes | | aumentado
DSPC 1,565 g 1,565 g 1,565 g - 1,565 g
DMPC - - - 1,565 g -
Colesterol 0,521g¢g 0,3g 0,74 ¢g 0,521 g 0,521¢9
Cloroformo 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml
Medio 60 mi 60 ml 60 mi 60 ml 120 ml
hidratante
Tamafio medio 0,18 um 0,085 um 0,095 pm 0,095 um 0,085 pm
de particula
Tampdn de 1,71 1,71 1,7 1,7 1,71
histidina
Doxorrubicina-HCI 330 mg 330 mg 330 mg 330 mg 330 mg
Tampén de histidina 22 mi 22 ml 22 ml 22 ml 40 mi
(para solubilizar el
farmaco)
Tampoén de histidina 80 ml 80 ml 80 ml 80 ml -
(para la dilucién)

Procedimiento

Enlos Ejemplos X, X1y XII, se sigui6 el procedimiento del Ejemplo 1. En el Ejemplo IX, se sigui6 el procedimiento
del Ejemplo I salvo por la reduccion del tamafio de los liposomas, que se llevé a cabo por extrusién a través de
membranas de 0,4 ym a 0,2 um para conseguir un tamafio medio en el intervalo de 0,15 ym a 0,25 um. En el Ejemplo

XIII, se sigui6 el procedimiento del Ejemplo II salvo por el volumen de hidratacién, que fue duplicado.
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Los resultados del examen toxicolégico se proporcionan en la Tabla 13.

TABLA 13

Observaciones

Ejemplo IX Ejemplo X Ejemplo Xi Eiemplo Xl | Ejiemplo Xl

Parametros Tamafio de Menor Mayor Fosfolipido | Hidratacion
cambiados — particula colesterol colesterol Cias convencional
Resultados | | aumentado
ti» en ratones 2h 3h 5h 2h 4 h
(Crmax Yy ABC (Cmax Y ABC
no compa- no compara-
rables) bles)

DLso en ratones 12 mg/kg 10 mg/kg 12 mg/kg 10 mg/kg 14 mg/kg

Conclusién ti2 significa-| ty,, significati- | Cna y ABC t12, Crnax ¥ 12 menor
(con referencia a | tivamente | vamente me- | fueron signi- | ABC signifi-

la composicion menor | nor y toxicidad| ficativamente | cativamente

del Ejemplo I) aumentada menores menores

Ejemplo XIV (Comparativo)
Composicion liposomica de doxorrubicina sin sacarosa
Formacion de la pelicula lipidica

Se disolvieron diestearoilfosfatidilcolina (1,565 g) y colesterol (0,521 g), uno después del otro, en cloroformo
(40 ml) en un matraz para rotavapor. Se mezclaron hasta que se formé una disolucién clara. Se conectd el matraz
a un rotavapor y se ajustd la temperatura del bafio de agua a 60°C. Se evaporé el disolvente bajo vacio para formar
una pelicula delgada de lipidos sobre la pared del matraz. Una vez liberado el vacio, se hizo girar el matraz durante
aproximadamente 5 minutos mientras se introducia nitrégeno en el matraz para eliminar todo disolvente residual.

Hidratacion

La pelicula lipidica fue hidratada con 60 ml de un medio de hidratacién acuoso. El medio de hidratacién acuoso era
sulfato amoénico al 2,04% (peso/volumen) en agua. El matraz que contenia la pelicula lipidica y el medio de hidratacién
fue hecho girar durante 30 minutos en un bafio de agua mantenida a 65-68°C, para formar liposomas vacios.

Reduccion del tamaiio de los liposomas vacios mediante extrusion

El tamaio de la suspension liposémica anteriormente obtenida fue ajustado mediante extrusiones sucesivas a través
de filtros que tenfan un tamafio de poro de 0,4 ym a 0,05 ym.

Didlisis

La suspensién de los liposomas con tamafio ajustado fue dializada frente a una disolucién de hidrocloruro de histi-
dina al 0,2% (peso/volumen) con un pH de 6,5. Para la didlisis se utiliz6 un sistema de filtracion con flujo tangencial.
Se continud la didlisis hasta que se elimind el sulfato aménico extraliposémico. Se confirmé la ausencia de sulfato
amonico en los medios extraliposémicos usando un reactivo Nessler.

Carga del farmaco
En un matraz de fondo redondo, se preparé una disolucién de 15 mg/ml de doxorrubicina-HCl disolviendo 216 mg
de hidrocloruro de doxorrubicina en 14 ml de la disolucién de hidrocloruro de histidina (anteriormente descrita). Se

afiadié lentamente el volumen medido (40 ml) de los liposomas con tamafio ajustado y dializados de antes al matraz
de fondo redondo y se mezclé durante una hora a 65°C.
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Los liposomas cargados con el farmaco fueron tratados con Dowex® para eliminar el farmaco no atrapado.

Las muestras de la composicién obtenida antes y después del tratamiento con Dowex® fueron analizadas en cuanto
al contenido de doxorrubicina mediante cromatografia en fase liquida a alta presiéon (HPLC; del inglés, high pressure
liquid chromatography). Los resultados fueron los siguientes:

Contenido total de doxorrubicina (como HCI) 4,02 mg/ml
(antes del tratamiento con Dowex®)

Contenido de doxorrubicina atrapada (como HCI) 4 mg/ml
(después del tratamiento con Dowex®)

Después de la eliminacién del farmaco libre, los liposomas cargados con doxorrubicina fueron diluidos hasta
una concentracién de 2 mg/ml de doxorrubicina (como hidrocloruro) utilizando una disolucién de hidrocloruro de
histidina y sacarosa (anteriormente descrita). La composicidn liposémica asi obtenida fue luego asépticamente filtrada,
utilizando un filtro de membrana estéril de 0,22 um, en un recipiente estéril y exento de pirégenos y fue analizada en
cuanto a los pardmetros siguientes:

Aspecto . Liquido translucido de color rojo
pH 6,3
Tamafio de particula : Tamafo medio de particula de 0,097 ym

Contenido de doxorrubicina- HCl  : 2,05 mg/mi

Endotoxinas bacterianas - Menos de 2,2 UE/mg de doxorrubicina
(como hidrocloruro)

Esterilidad . Estéril

Se llevaron a cabo estudios de estabilidad sobre la composicién obtenida en este ejemplo, y las observaciones se
indican en la Tabla 14.

Ejemplo XV

Procedimiento para preparar una composicion liposomica de doxorrubicina con una disolucion 120 mM de sulfato
amonico (Comparativo)

Formacion de la pelicula lipidica

Se disolvieron diestearoilfosfatidilcolina (1,565 g) y colesterol (0,521 g), uno después del otro, en cloroformo (40
ml) en un matraz para rotavapor. Se mezclaron hasta que se formé una disolucién clara. Se conect6 el matraz a un
rotavapor y se ajust6 la temperatura del bafio de agua a 60°C. Se evapor6 el disolvente bajo presion reducida para
formar una pelicula delgada de lipidos sobre la pared del matraz. Una vez liberado el vacio, se hizo girar el matraz
durante aproximadamente 5 minutos mientras se introducia nitrégeno en el matraz para eliminar todo disolvente
residual.

Hidratacion

La pelicula lipidica fue hidratada con 60 ml de un medio de hidratacién acuoso. El medio de hidratacién acuoso
consistia en sacarosa al 10% (peso/volumen) y sulfato aménico al 1,58% (peso/volumen) en agua. El matraz que
contenia la pelicula lipidica y el medio de hidratacién fue hecho girar durante 30 minutos en un bafio de agua mantenida
a 65-68°C, para formar liposomas vacios.

Reduccion del tamaiio de los liposomas vacios mediante extrusion

El tamaiio de la suspension liposémica anteriormente obtenida fue ajustado mediante extrusiones sucesivas a través
de filtros que tenfan un tamafio de poro de 0,4 ym a 0,05 pum.

28



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2337 563 T3

Didlisis

La suspension de los liposomas con tamaiio ajustado fue dializada frente a un tamp6n de histidina. Para la dialisis
se utilizé un sistema de filtracién con flujo tangencial. Se continud la didlisis hasta que se elimind el sulfato aménico
extraliposémico. Se confirmé la ausencia de sulfato aménico en los medios extraliposémicos usando un reactivo
Nessler. La disolucién de hidrocloruro de histidina usada en la didlisis y la carga del fairmaco (mdas adelante) fue la
siguiente: 170,0 g de sacarosa, 3,40 g de histidina-HClI, 1,7 litros de agua, e hidréxido sédico en una cantidad suficiente
para ajustar el pH en un valor de 6,0 a 6,5.

Carga del farmaco

En un matraz de fondo redondo, se preparé una disolucién de 15 mg/ml de doxorrubicina-HCI disolviendo 216 mg
de hidrocloruro de doxorrubicina en 14 ml de la disolucién de hidrocloruro de histidina (anteriormente descrita). Se
afiadié lentamente el volumen medido (40 ml) de los liposomas con tamafio ajustado y dializados de antes al matraz
de fondo redondo y se mezcl6 durante una hora a 65°C.

Los liposomas cargados con el farmaco fueron tratados con Dowex® para eliminar el farmaco no atrapado.

Las muestras de la composicién obtenida antes y después del tratamiento con Dowex® fueron analizadas en cuanto
al contenido de doxorrubicina mediante cromatografia en fase liquida a alta presiéon (HPLC). Los resultados fueron
los siguientes:

Contenido total de doxorrubicina (como HCI) 4,11 mg/ml
(antes del tratamiento con Dowex®)

Contenido de doxorrubicina atrapada (como HCI) 4,10 mg/ml
(después del tratamiento con Dowex®)

Después de la eliminacién del farmaco libre, los liposomas cargados con doxorrubicina fueron diluidos hasta
una concentracion de 2 mg/ml de doxorrubicina (como hidrocloruro) utilizando una disolucién de hidrocloruro de
histidina y sacarosa (anteriormente descrita). La composicién liposémica asi obtenida fue luego asépticamente filtrada,
utilizando un filtro de membrana estéril de 0,22 um, en un recipiente estéril y exento de pir6genos y fue analizada en
cuanto a los pardmetros siguientes:

Aspecto . Liquido translucido de color rojo
pH 16,35
Tamano de particula : Tamaro medio de particula de 0,09 um

Contenido de doxorrubicina- HCI  : 2,03 mg/mi

Endotoxinas bacterianas : Menos de 2,2 UE/mg de doxorrubicina
(como hidrocloruro)

Esterilidad - Estéril

Se llevaron a cabo estudios de estabilidad sobre la composicién obtenida en este ejemplo, y las observaciones se
indican en la Tabla 14.
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Ejemplo XVI

Se sometieron las Composiciones del Ejemplo XIV (Comparativo) y el Ejemplo XV, junto con la Composicion del
presente invento (Ejemplo 11), a estudios de estabilidad de corta duracion a temperatura acelerada (25°C)

En la Tabla 14 se indican los resultados del contenido de doxorrubicina.

TABLA 14
Ejemplo Hl Ejemplo XIV Ejemplo XV
(Comparativo) (Comparativo)

(hidratada con una (hidratada con una (hidratada con una

disolucion de sacarosa | disolucién de sulfato | disolucién de sacarosa

y sulfato amoénico 155 | amodnico 155 mM sin | y sulfato aménico 120

mM) sacarosa) mM)
Atrapada Total Atrapada Total Atrapada Total
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Inicial 2,01 2,01 2,05 2,05 2,03 2,03
25°C - 2,01 2,01 1,86 2,04 1,84 2,03
1 semana

Este ejemplo muestra que la presencia de sacarosa es esencial para reducir las pérdidas de la doxorrubicina encap-
sulada y que la concentracién de sulfato aménico en el medio de hidratacién es importante. Una concentracién de 120
mM conduce a pérdidas de la doxorrubicina encapsulada y, por lo tanto, no es satisfactoria. Sin embargo, la compo-
sicién del Ejemplo II, que contiene sacarosa y sulfato aménico en una concentracién de 155 mM, no dejé escapar la
doxorrubicina encapsulada durante el estudio.

Ejemplo XVII

Preparacion de una composicion liposomica de doxorrubicina mediante el procedimiento de eliminacion del disol-
vente después de la hidratacion

Se disolvieron diestearoilfosfatidilcolina (1,565 g) y colesterol (0,521 g), uno después del otro, en etanol (20 ml) y
se bombed lentamente la disolucién bajo presion en el medio de hidratacion acuoso, que fue constantemente agitado. El
medio de hidratacién acuoso consistia en sacarosa al 10% (peso/volumen) y sulfato aménico al 2,04% (peso/volumen)
en agua. Esta disolucién lipidica que contenia etanol como disolvente fue transferida a un matraz para rotavapor. Se
conectd el matraz a un rotavapor y se ajust6 la temperatura del bafio de agua a 60°C. Se elimind el etanol bajo vacio.

Reduccion del tamaiio de los liposomas vacios mediante extrusion

El tamaiio de la suspension liposémica anteriormente obtenida fue ajustado mediante extrusiones sucesivas a través
de filtros que tenfan un tamafio de poro de 0,4 ym a 0,05 pum.

Didlisis

La suspension de los liposomas con tamaifio ajustado fue dializada frente a un tampén de histidina. Para la dialisis
se utiliz6 un sistema de filtracién con flujo tangencial. Se continud la didlisis hasta que se eliminé el sulfato amoénico
extraliposémico. Se confirmé la ausencia de sulfato aménico en los medios extraliposémicos usando un reactivo
Nessler. La disolucién de hidrocloruro de histidina usada en la didlisis y la carga del farmaco (mas adelante) fue la
siguiente: 170,0 g de sacarosa, 3,40 g de histidina-HCI, 1,7 litros de agua, e hidr6xido s6dico en una cantidad suficiente
para ajustar el pH a un valor de 6,0 a 6,5.
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Carga del farmaco

En un matraz de fondo redondo, se prepard una disolucién de 15 mg/ml de doxorrubicina-HCI disolviendo 216 mg
de hidrocloruro de doxorrubicina en 14 ml de una disolucién de hidrocloruro de histidina (anteriormente descrita). Se
afiadi6 lentamente el volumen medido (40 ml) de los liposomas con tamafo ajustado y dializados de antes al matraz
de fondo redondo y se mezcl6 durante una hora a 65°C.

Los liposomas cargados con el farmaco fueron tratados con Dowex® para eliminar el fiormaco no atrapado.

Después de la eliminacién del fairmaco libre, los liposomas cargados con doxorrubicina fueron diluidos hasta
una concentraciéon de 2 mg/ml de doxorrubicina (como hidrocloruro) utilizando una disolucién de hidrocloruro de
histidina y sacarosa (anteriormente descrita). La composicién liposémica asi obtenida fue luego asépticamente filtrada,
utilizando un filtro de membrana estéril de 0,22 um, en un recipiente estéril y exento de pirégenos.

A continuacién se proporciona un sumario de los estudios toxicoldgicos y de eficacia llevados a cabo.

Ejemplo II - Los liposomas no pegilados de circulacién duradera que contienen doxorrubicina del presente invento
han mostrado unos efectos téxicos disminuidos en comparacion con las formulaciones no liposémicas de hidrocloruro
de doxorrubicina (Adriamycin®) y con las formulaciones liposémicas pegiladas de hidrocloruro de doxorrubicina
(Caelix®). La DLs, para los liposomas de doxorrubicina no pegilados del presente invento es mayor que para Caelix®
y Adriamycin®, lo que demuestra que los liposomas no pegilados de doxorrubicina del presente invento tienen una
toxicidad menor.

Ejemplo III - En el estudio de toxicidad subaguda, se observé un patrén similar de toxicidad en los grupos de
Caelix® y de la composicién del Ejemplo II, mientras que Adriamycin® mostré toxicidad.

Ejemplo IV - En el estudio farmacocinético, la composicién del Ejemplo II y Caelix® mostraron semividas plas-
madticas comparables. El volumen aparente de distribucién era aproximadamente igual al volumen de sangre total, lo
que indicaba una baja incorporacién liposémica por los tejidos normales, y era similar al de Caelix®. Adriamycin®
mostré una mayor velocidad de aclaramiento y un elevado volumen de distribucion, lo que indica la incorporacién de
doxorrubicina libre por tejidos normales.

Ejemplo V - En el estudio de toxicidad en perros, se hallé que la composicién del Ejemplo II era mejor tolerada
que Adriamycin®.

Ejemplo VI - En los modelos tumorales de leucemia L1210 de ratén y tumor de mama humano MCF-7, se hall6
que la composicion del Ejemplo II era eficaz.

Ejemplo VII - Se hall6 que la dosis mdxima tolerada de la composicion del Ejemplo II era mucho mayor que la de
Adriamycin® en los ratones que habian recibido un implante tumoral.

Ejemplo VIII - Se hallé que la composicién del Ejemplo II era eficaz en ratones atimicos desnudos a los que se
habian implantado xenoinjertos de tumor DLD1 de colon humano, positivo para Pgp y resistente a multiples farmacos.

Los ejemplos anteriores demuestran claramente que las composiciones del presente invento son muy dtiles para
reducir el crecimiento tumoral. Esto implica administrar parenteralmente una cantidad terapéuticamente eficaz de
liposomas no pegilados de doxorrubicina del presente invento. Los liposomas no pegilados de doxorrubicina tienen un
tiempo de circulacién prolongado, presentan una toxicidad disminuida y no presentan problemas con el “sindrome de
manos y pies”, y, por lo tanto, son ttiles para reducir el crecimiento tumoral.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la fabricacion de liposomas no pegilados de circulacién duradera, que comprende:
disolver uno o més fosfolipidos y uno o mas esteroles en un disolvente o una mezcla de disolventes;
hidratar los lipidos resultantes; y
eliminar dicho(s) disolvente(s) antes o después de dicha hidratacion,
en que dicha hidratacién es con un medio de hidratacién acuoso en una cantidad en el intervalo de 10 a 35 ml por
cada milimol de fosfolipido presente en la disolucidn lipidica para formar liposomas no pegilados, caracterizado por

que el medio de hidratacion acuoso comprende sacarosa y no menos de 125 milimoles/litro de sulfato aménico.

2. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 1, en que la concentraciéon de sacarosa en el medio de
hidratacion acuoso es de 0,1 M a 0,5 M.

3. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 2, en que la concentracién de sacarosa es de 0,25 M a 0,3
M.

4. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 3, en que la concentracion de sacarosa es aproximadamente
0,27 M.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que el tamafio de los
liposomas de la composicién liposémica es ajustado a un valor de 0,06 yum a 0,16 yum.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que la sal de hidratacion
extraliposémica es eliminada de la composicion liposémica utilizando una disolucién tampdn para didlisis.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que la cantidad del medio
de hidratacion acuoso utilizado es de 20 a 35 ml por cada milimol de fosfolipido en la disolucién lipidica.

8. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 7, en que la cantidad del medio de hidratacién acuoso
utilizado es aproximadamente 30 ml por cada milimol de fosfolipido en la disolucién lipidica.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que la relacién molar de
fosfolipido a esterol es de 1:0,1 a 1:2.

10. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 9, en que la relaciéon molar de fosfolipido a esterol es
aproximadamente 1:0,7.

11. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que el fosfolipido es se-
leccionado entre diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC), dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC), fosfatidilcolina hidrogenada
de soja (HSPC), y derivados de dichos fosfolipidos.

12. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que el fosfolipido es
diestearoil-fosfatidilcolina (DSPC).

13. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que el esterol es colesterol.

14. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademads
cargar los liposomas con un agente terapéutico o diagnéstico.

15. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicaciéon 14, en que el agente terapéutico es un agente antineopla-
sico.

16. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 14, en que el agente antineopldsico es seleccionado entre
hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina e hidrocloruro de epirrubicina.

17. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 16, en que el agente antineopldsico es hidrocloruro de
doxorrubicina.

18. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 17, en que el fosfolipido es diestearoilfosfatidilcolina y el
esterol es colesterol.

19. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 18, en que la concentracion de doxorrubicina encapsulada
en los liposomas, expresada como hidrocloruro de doxorrubicina, es de 1 mM a 10 mM.
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20. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 19, en que dicha concentracién de doxorrubicina es 3 mM
-7 mM.

21. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 20, en que dicha concentracién de doxorrubicina es apro-
ximadamente 3,45 mM.

22. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 20, en que dicha concentracién de doxorrubicina es apro-
ximadamente 6,9 mM.

23. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 22, en que la relacién molar de
diestearoilfosfatidilcolina a colesterol es de 1:0,6 a 1:0,8.

24. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 23, en que la relacién molar de
doxorrubicina encapsulada (como hidrocloruro) a diestearoilfosfatidilcolina es de 1:2 a 1:15.

25. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 24, en que la relaciéon molar de doxorrubicina encapsulada
(como hidrocloruro) a diestearoilfosfatidilcolina es aproximadamente 1:3,5.

26. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 25, en que
se ajusta el tamafio de los liposomas de la composicién liposémica hidratada;

se elimina el sulfato aménico extraliposémico de la composicién liposémica con tamafio ajustado, utilizando
una disolucién tampodn de sacarosa-histidina que comprende hidrocloruro de histidina y sacarosa;

se mezcla la composicién liposémica exenta de sulfato aménico extraliposémico con una disolucién al menos
25 mM de hidrocloruro de doxorrubicina disuelto en una disolucién tampén de sacarosa-histidina que compren-
de hidrocloruro de histidina y sacarosa, para obtener una composicion liposémica cargada con doxorrubicina;

y

se elimina el hidrocloruro de doxorrubicina extraliposémico de la composicién liposémica.

27. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacion 26, en que la relaciéon molar de sacarosa a hidrocloruro de
histidina en el tampdn isotonico utilizado para eliminar el sulfato aménico extraliposémico es de 29:0,1 a 29:10.

28. Un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 24 o la Reivindicacién 25, en que la concentracién de
sacarosa es de 0,1 M a 0,5 M.

29. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 26 a 28, en que la concentracién de
hidrocloruro de histidina es de 8 a 12 mM.

30. Un liposoma obtenible mediante un procedimiento de acuerdo con la Reivindicacién 2.

31. Un liposoma de acuerdo con la Reivindicacion 30, en que el procedimiento es como se define en cualquiera de
las Reivindicaciones 4 a 30 cuando dependen directa o indirectamente de la Reivindicacion 3.

32. Una composicién liposdmica no pegilada de doxorrubicina, de circulaciéon duradera, para administracién pa-
renteral, que comprende los liposomas de doxorrubicina no pegilados de la Reivindicacién 30 o la Reivindicacién 31,
hidrocloruro de histidina, y sacarosa.

33. Una composicién liposémica no pegilada de doxorrubicina, de circulacién duradera, para administracién pa-
renteral, que comprende los liposomas no pegilados de doxorrubicina de la Reivindicacién 30 o la Reivindicacién 31,
hidrocloruro de histidina, y sacarosa, en que los liposomas no pegilados de doxorrubicina comprenden un fosfolipido,
colesterol y sacarosa.

34. Una composicién de acuerdo con la Reivindicacién 33, en que el tamafio liposémico y/o los componentes son
como se definieron en cualquiera de las Reivindicaciones 5, 9, 10, 11, 12, 13, 18 a 25, 28 y 29.

35. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 31 a 34, en que la doxorrubicina (co-
mo hidrocloruro) esta presente en una cantidad de aproximadamente 2 mg/ml, la relaciéon molar de doxorrubicina a
fosfolipido es aproximadamente 1:3,5, y la relacién de fosfolipido a colesterol es aproximadamente 1:0,7.

36. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 31 a 34, en que la doxorrubicina (co-

mo hidrocloruro) estd presente en una cantidad de aproximadamente 4 mg/ml, la relaciéon molar de doxorrubicina a
fosfolipido es aproximadamente 1:3,5, y la relacién de fosfolipido a colesterol es aproximadamente 1:0,7.
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