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10 ANEXOS
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XX
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Py COMPOSICION DE LIPOSOMA

Campo Tecnico

La presente invencion se relaciona a una composicién de liposoma
novedosa que contiene eribulina o su sal farmacolégicamente permisible. La
presente invencion también se relaciona a un método de manufactura de la
composicién de liposoma.

Técnica Antecedente

Los liposomas son vesiculas cerradas microscopicas que tienen
una fase interna encerrada por una o mas bicapas de lipido, y son capaces de
contener material soluble en agua en la fase interna, y material lipofilico en la
bicapa de lipido. Cuando se atrapa un compuesto activo en el liposoma, y se
suministra al tejido objetivo, como atrapar el compuesto activo en el liposoma
con alta eficiencia y como asegurar la retencién estable del compuesto activo
por el liposoma constituyen puntos importantes.

Cuando se atrapan compuestos lipofilicos en el liposoma, una alta
relacion de atrapamiento puede ser lograda de manera relativa facilmente, pero
excepto en caf.os de compuestos que tienen muy alta afinidad de membrana tal
como anfotericina B (el agente principal en el farmaco liposomal AmBisome), la
estabilidad de retencion en el suero sanguineo es ordinariamente baja, y es
dificil obtener mejora suficiente en la farmacocinética. Con respecto a métodos
para atrapar compuestos solubles en agua en el liposoma, hay varios métodos
tal como el metodo de pelicula de flipido (método de Vortice), método de
evaporacion de fase inversa, método de remocion de surfactante, método de
congelacion-descongelacién y métodos de carga remotos (método de gradiente
de pH, método de gradiente de ion). Sin embargo, es solamente los métodos de
carga remotos que proporcionan una relacién de atrapamiento cercana al
100%; una relacién de atrapamiento en el orden de solamente 5 a 30% se
obtiene de los otros métodos.

Como métodos de carga remotos, se conocen aquellos que usan
un gradiente de pH y gradiente de i6n de sulfato de amonio. El método de
gradiente de pH, que es un método de carga remoto usando un gradiente de
pH, es una técnica para incorporar compuestos en el liposoma al usar el
movimiento del equilibrio de disociacién molecularfionico debido al pH del
compuesto objetivo.

Como un ejemplo de un compuesto atrapado en el liposoma por el
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método de gradiente de pH, se puede mencionar, por ejemplo, doxorubicina
(DOX, pKa; 8.2). Después de preparar una solucion de liposoma con una
solucion reguladora de pH 4, la fase externa del liposoma se reemplaza con una
solucion reguladora de pH 7. En el caso donde se adiciona DOX a esta solucion
de liposoma, como la DOX molecular en la solucién de pH es lipofilica, esta
migra a la membrana de liposoma antes que a la fase acuosa. En el caso donde
la DOX gue ha migrado a la membrana de liposoma ademas hace contacto con
ia fase interna de pH 4 de liposoma, ésta llega a ser idnica, y se incorpora en la
fase interna del liposoma. De esta manera, DOX se transporta de la fase
externa a la fase interna de liposoma por un movimiento de equilibrio de
disociacion (ver la Literatura no de Patente 1, Literatura no de Patente 2 y
Literatura de Patente 1).

Una variedad de técnicas se han reportado para mejorar este tipo
de meétodo de carga remoto. En fa Literatura no de Patente 3, se divulga una
técnica para mejorar la relacion de atrapamiento de compuestos activos al
adicionar etan’c;l junto con el compuesto activo a la fase externa del liposoma,
cuando el método de gradiente de pH se conduce en el liposoma de la
composicion especial llamada liposoma libre de colesterol.

En la Literatura de Patente 2, ademdas del gradiente de pH, se
divulga una técnica para mejorar la relacion de atrapamiento de compuestos
activos al tener iones de cobre existentes en la fase interna del liposoma.

En lugar de un gradiente de pH en el método de gradiente de pH,
el método de sulfato de amonio, que es un método de carga remoto usando un
gradiente de ién de sulfato de amonio, es una técnica para incorporar
compuestos activos en la fase interna de liposoma al usar un gradiente de ién
tal como sulfato de amonio bivalente (ver la Literatura no de Patente 1 y Ia
Literatura de Patente 3).

Ademas de un gradiente de i6n basado en sulfato de amonio, la
Literatura de Patente 4 divuiga una técnica para incorporar compuestos activos
en el liposoma al adicionar acido bordnico junto con el compuesto activo a la
fase externa del liposoma.

En lugar de un gradiente de i6n basado en sulfato de amonio, la
Literatura de Patente 5 divulga una técnica en donde, comparado con el caso
donde se utiliza sulfato de amonio, la velocidad de liberacion del compuesto
activo se mejora al incorporar el compuesto activo en el liposoma utilizando un
gradiente de i6n de anidn de 4cido glucurénico.
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Asi, desde el punto de vista de la relacion de atrapamiento, los
métodos de carga remotos son excelentes métodos de atrapamiento. Sin
embargo, en el caso donde se utilizan métodos de carga remotos, excepto para
casos especiales tal como Doxil (una preparacion de liposoma de DOX) donde
el compuesto activo atrapado en la fase interna del liposoma se cristaliza, hay el
problema de que el compuesto activo tiende fugarse del liposoma en el suero
sanguineo, y que la estabilidad de retencion del compuesto activo es baja.

Como es descrito en lo anterior, con los métodos técnicos
convencionales, la situacion actual es que es dificil lograr la coexistencia de una
alta relacion de atrapamiento del compuesto activo en el liposoma y estabilidad
de retencién del compuesto activo en el liposoma.

Literatura de la Técnica Previa
Literaturas de Patente

Literatura de Patente 1: Patente Norteamericana No. 5192549,
Especificacion _

Literatura de Patente 2: Publicacién Internacional de PCT
W02006/037230, Folleto

Literatura de Patente 3: Patente Norteamericana No. 5316771,
Especificacion

Literatura de Patente 4. Patente Norteamericana No. 6051251,
Especificacion

Literatura de Patente 5: Publicacién Internacional de PCT WO
2005/046643, Folleto
Literaturas no de Patente

Literatura no de Patente 1: Yasuyuki Sazuka, “Liposome
Preparation Method,” “New Developments in Liposome Application: Toward the
Development of Artificial Cells” (Kazunari Akiyoshi, Shigeru Tsujii, editorial
supervision)” NTS, (2005), pp, 33-37.

Literatura no de Patente 2: Mayer LD y colaboradores, Biochimica
et Biophysica Acta, (1986), 857: pp. 123-126.

I:iteratura no de Patente 3: N. Dos Santos y colaboradores,
Biochimica et Biophysica Acta, (2004), 166(1): pp. 47-60.

Breve Descripcion de la Invencién
Problema a ser Resuelto por la Invencion
El objetivo de la presente invencidn es proporcionar una

composicion de liposoma con una alta relacion de atrapamiento y estabilidad de
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retencién del compuesto activo.
Medios Para Resolver e! Problema

Como un resultado de la investigacion diligente dirigida en resolver
los problemas mencionados en lo anterior, los presente inventores
descubrieron, con respecto a una composicion de liposoma cuyo compuesto
activo es eribulina o su sal farmacolégicamente permisible, que la relacién de
atrapamiento y estabilidad de retencion del compuesto activo en la composicion
de liposoma son extremadamente altas, de esta manera perfeccionando la
presente invencion.

Especificamente, la presente invencién es como sigue.

(1)

Una composicién de liposoma que contiene liposoma, y que
contiene un compuesto activo en la fase interna de liposoma, en donde el
compuesto activo es eribulina o su sal farmacolégicamente permisible.

(2)

La composicién de liposoma de acuerdo con 1, en donde la
composicion de liposoma esta en una forma sélida o liquida.

3)

La composicién de liposoma de acuerdo con 1 o 2, en donde la
fase interna de liposoma ademas contiene sal de amonio.

(4)

La composicion de liposoma de acuerdo con 3, en donde la
concentracion de la sal de amonio mencionada en lo anterior es 10 mM o mas
alta.

(5)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 4,
en donde la fase interna de liposoma ademas contiene sal, acido, base y/o
aminoacido. *

(6)

La composicion de liposoma de acuerdo con 5, en donde la
concentracion de la sal mencionada en lo anterior es 1 a2 300 mM.

(7)

La composicion de liposoma de acuerdo con 5 o 8, en donde la
concentracidon del acido mencionado en lo anterior es 1 a 300 mM.

(8)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquierade 5a 7,
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en donde la concentracion del aminoacido mencionado en lo anterior es 1 a 300
mM.

9)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de.5 a 8,
en donde la concentracion de la base mencionada en lo anterior es 1 a 300 mM.

(10)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 9,
en donde la cbncentracion del compuesto activo mencionado en lo anterior es
0.01 a 300 mg/ml.

(11)

La composicion de fiposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 10,
en donde el compuesto activo mencionado en lo anterior es mesilato de
eribulina.

(12)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 11,
en donde la fase interna de liposoma ademas contiene sulfato de amonio, acido
citrico y un compuesto activo.

(13)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 12,
en donde la fase externa de liposoma contiene azUcar, electrolito y/o
aminoacido.

(14)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 13,
en donde la fase externa de liposoma contiene azicar o electrolito, y
aminoacido. -

(15)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 13 a
14, en donde ia concentracion de la aziicar mencionada en lo anterior es 2 a
20%.

(16)

La composicién de liposoma de acuerdo con cualquiera de 13 a
15, en donde la concentracion del aminoacido mencionado en lo anterior es 1 a
300 mM.

(17)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 16,

en donde la fase externa de liposoma contiene sacarosa o cloruro de sodio, e



histidina.

(18)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 17,
en donde la fase interna de liposoma no contiene sustancialmente ciclodextrina.

(19)

l.a composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 18,
en donde contiene fosfatidilcolina hidrogenada.

(20)

La composicién de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 19,
en donde el liposoma contiene colesterol.

(21)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 20,
en donde el liposoma contiene condensado de metoxipolietilenglicol.

(22)

La composicion de liposoma de acuerdo con 21, en donde el
condensado de metoxipolietilenglicol mencionado en lo anterior es condensado
de diestearoilfosfatidil etanolamino polietilenglicol.

(23)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 22,
en donde el liposoma contiene fosfatidilcolina hidrogenada, colesterol y
condensado de diestearoilfosfatidil etanolamino polietilenglicol.

(24)

La composicion de liposoma de acuerdo con 23, que contiene 10 a
80% de la fosfatidilcolina hidrogenada mencionada en lo anterior, 1 a 60% de
colesterol mencionado en lo anterior y 0 a 50% del condesado de
diestearoilfosfatidil etanolamino polietilenglicol mencionado en lo anterior.

(25)

La composicion de liposoma de acuerdo con cualquiera de 1 a 24,
en donde el liposoma contiene fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol y
polietilenglicol 2000-fosfatidiletanolamina.

(26)

Un método de manufactura de la composicion de liposoma de
acuerdo con cualquiera de 1 a 25, que incluye: una etapa en la cual se
proporciona un liguido de dispersion de liposoma que contiene liposoma:

una etapa en la cual el liquido de dispersion de liposoma
mencionado en lo anterior se mezcla con el compuesto activo mencionado en lo



anterior;y  *

una etapa en la cual el compuesto activo mencionado en lo
anterior se introduce en la fase interna de liposoma del liquido de dispersion de
liposoma mencionado en lo anterior.

(27)

El metodo de acuerdo con 26, en donde el liquido de dispersion de
liposoma mencionado en lo anterior no contiene sustancialmente sal de amonio
en la fase externa de liposoma.

(28)

El método de acuerdo con 26 o 27, en dende el pH de la fase
externa de liposoma del liquido de dispersidn de liposoma mencionado en lo
anteriores 3 a 10.

(29)

El metodo de acuerdo con cualquiera de 26 a 28, en donde el pH
de la fase externa de liposoma de liquido a dispersion de liposoma mencionado
en lo anterior es 7 a 10.

(30)

&l metodo de acuerdo con 28 o 29, en donde el pH mencionado
en lo anterior es el pH de la fase externa de liposoma de liquido de dispersion
de liposoma mencionado en lo anterior en la etapa en la cual se mezclan el
liquido de dispersion de liposoma mencionado anterior y el compuesto activo
mencionado en lo anterior.

(31)

El método de acuerdo con cualquiera de 26 a 30, en donde la
etapa en la cual el liquido de dispersidn de liposoma mencionado en lo anterior
Se proporciona incluye: una etapa en la cual se proporciona una solucidn
preparatoria de liposoma que contiene liposoma y que contiene sal de amonio
en la fase interna de liposoma y la fase externa de liposoma; en la etapa en la
cual la fase externa de liposoma de la solucion preparatoria de liposoma
mencionada en lo anterior se sustituye o se diluye.

(32)

El método de acuerdo con 31, en donde la etapa en ia cual la fase
externa de liposoma mencionado en lo anterior se sustituye o se diluye es una
etapa en la cual el pH de la fase externa de liposoma se hace mas alto que el
pH de ia fase interna de liposoma.

(33)
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El método de acuerdo con 31 o 33, en donde la etapa en la cual la
fase externa de liposoma mencionado en lo anterior se sustituye o se diluye es
una etapa en la cual la diferencia en el pH de la fase interna de liposoma y el
pH de la fase externa de liposoma es 1 a 5.

(34)

El método de acuerdo con cualquiera de 26 a 33, en donde el pH
de la fase interna de liposoma mencionado en lo anteriores 3 a 9.

(35)

El metodo de acuerdo con cualquiera de 26 a 34, en donde el pH
de la fase interna de liposoma mencionado en lo anterior es 4 a 9.

(36)

El metodo de acuerdoe con cualquiera de 26 a 35, en donde el pH
de la fase interna de liposoma mencionado en lo anterior es 5 a 8.

(37)

El método de acuerdo con cualquiera de 26 a 36, en donde la fase
externa de Iipgsoma es una solucion que contiene electrolito en la etapa en la
cual se introduce el compuesto activo mencionado en lo anterior.

(38)

£l método de acuerdo con cualquiera de 26 a 37, en donde el
liquido de dispersién de liposoma mencionado en lo anterior sustancialmente no
contiene ciclodextrina en la fase interna de liposoma.

(39)

El método de acuerdo con cualquiera de 26 a 38, que ademas
contiene una etapa en la cual se neutraliza el pH de la fase externa de
liposoma.

Efecto de la Invencion

De acuerdo con la presente invencién, es posible ofrecer una
composicion de liposoma novedosa. La composicion de liposoma de la presente
invencidn atrapa un compuesto activo en la fase interna de liposoma con un alto
grado de eficiencia, y tiene una aita estabilidad de retencién del compuesto
activo.

Breve Descripcion de los Dibujos

(F'ig. 1) muestra los cambios in vifro en la concentracién de
mesilato de eribulina en una composicion de liposoma en el suero sanguineo de
rata (37°C).

(Fig. 2) muestra la actividad antitumoral in vivo del mesilato de
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eribulina debido al liposoma en ratones desnudos que llevan cancer FaDu.

(Fig. 3) muestra la actividad antitumoral in vivo del mesilato de
eribulina debido al liposoma en ratones desnudos que llevan cancer ACHN.
Mejor Modo Para Llevar a Cabo la Invencion

La presente invencién se describe especificamente por modos
para llevar a cabo la invencion, pero la presente invencion no esta limitada a los
siguientes modos para llevar a cabo [a invencion, y se puede llevar a cabo con
una variedad de modificaciones.

Los contenidos divulgados en la literatura referenciados en la
presente invencién son incorporados en la presente invencion como referencia.

Definiciones

“Liposoma” significa vesiculas cerradas microscopicas que tienen
una fase intefna encerrada por bicapa de lipido. En la presente invencion, el
liposoma incluye liposoma de una sola membrana pequefia (SUV: vesicula
unilaminar pequefia), liposoma de una sola membrana grande (LUV: vesicula
unilaminar grande), liposoma de una sola membrana todavia mas grande (GUV:
vesicula unilaminar gigante), liposoma de muiticapa que tiene multiples
membranas concentricas (ML V: vesicula multilaminar), liposoma que tiene
multiples membranas que no son concéntricas, sino irregulares (MVV: vesicula
multivesicular), etc.

“Fase interna de liposoma” significa una regidén acuosa encerrada
en la bicapa de lipido del liposoma, y se utiliza con el mismo significado como
“fase de agua interna” y “fase de agua interna de liposoma”. “Fase alterna de
liposoma” significa la region no encerrada por la bicapa de lipido de liposoma
(esto es, la region aparte de la fase interna y la bicapa de lipido) en el caso en
donde el liposoma se dispersa en liquido.

“Composicion de liposoma” significa una composicion que
contiene liposoma y que ademéas contiene mesilato de eribulina en la fase
interna de liposoma. En la presente invencidn, la composicion de liposoma
incluye formas tanto sélidas como liquidas.

“Liquido de dispersion de liposoma” significa una composicion que
contiene liposoma, y es una composicion que precede la introduccién del
compuesto activo en la fase interna de liposoma.

“Solucion preparatoria de liposoma” significa una composicién que
contiene liposoma, y es una composicidn que precede el ajuste de la fase

externa de liposoma para propédsitos de atrapar mesilato de eribufina en la fase
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interna de liposoma.

"Reactivo de liposoma” significa un liquido de dispersion de
liposoma, en el caso donde esta en una forma liquida, en el caso donde esta en
una forma sélida, esto significa un reactivo del cual el liquido de dispersion de
liposoma se puede obtener por disolucién o suspension en el solvente
preescrito. El solvente se describe enseguida. Como es descrito enseguida, un
reactivo de liposoma sélido se puede obtener, por ejemplo, el secar un liquido
de dispersion de liposoma.

En la presente especificacion, el “‘mezclado de sélido y liquido®
incluye la disglucion y suspension de sdlido en ei liquido, y e! mezclado,
disolucion y suspension se utilizan de una manera mutuamente intercambiable.
De manera similar, el solvente y medio de dispersién también se utilizan de una
manera mutuamente intercambiable.

Por otra parte, la composicidén de liposoma, liquido de dispersion
de liposoma, solucion preparatoria de liposoma y el reactivo de liposoma de la
presente invencidn sustancialmente no contienen ciclodextrina. “No contiene
sustanciaimente ciclodextrina” significa que no hay adicion de ciclodextrina. Es
suficiente si la ciclodextrina no es contenida en una cantidad en la cual la
mejora de la solubilidad (solubilidad nominal) del compuesto activo debido a la
ciclodextrina es significantemente observable, y alin en el caso donde se
adicionan una cantidad en la cual la mejora en la solubilidad del compuesto
activo no es significantemente observable, no se excluye de la implementacién
de la presente invencion.

Ademas, como un modo preferido de la presente invencién, “el
liquido de dispersién de liposoma que no contiene sustancialmente sal de
amonio en la fase externa de liposoma” significa que la sal de amonio no se
adiciona a la fase externa de liposoma del liquido de dispersién de liposoma. La
adicién de sa'i de amonio en una cantidad que esta dentro de intervalo que
puede lograr el objetivo de la presente invencidn no va a ser excluido de la
implementacién de la presente invencion. En el caso donde la sal de amonio es
contenida en la fase externa del liposoma de una solucién preparatoria de
liposoma, es posible preparar un liquido de dispersion de liposoma que no
contiene sustancialmente sal de amonio al sustituir o diluir la fase externa de
liposoma de la solucion preparatoria de liposoma utilizando una solucién que no
contiene sustancialmente sal de amonio.

(Compuesto activo)

“
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El compuesto activo de la presente invencién es eribulina o su sal
farmacologicamente permisible (después en la presente alguna vez referida
como ‘eribulina, etc”). No hay limitacidbn particular sobre la sal
farmacologicamente permisible mientras que se formen la eribulina y la sal, ya
sea sal de acido inorganico o sal de acido organico. Por ejemplo, se puede
mencionar sal de acido clorhidrico, sal de acido sulfurico, citrato, sal de acido
bromhidrico, sgl de 4cido yodhidrico, sal de acido nitrico, bisulfato, sal de 4cido
fosférico, sal ae acido super fosférico, sal de 4cido isonicotinico, sal de acido
acetico, sal de acido lactico, sal de acido salicilico, sal de acido tartarico, sal de
acido pantoténico, sal de acido ascérbico, sal de Acido succinico, sal de acido
maleico, sal de acido fumdrico, sal de acido glucénico, sal de acido sacarinico,
sal de acido formico, sal de acido benzoico, sal de acido glutaminico, sal de
acido metanosulfénico, sal de 4&cido etanosulfonico, sal de acido
bencensulfénico, sal de &cido p-toluensuifénico, sal de acido pamorico,
(pamoato) y asi sucesivamente. Preferibles entre estas son la sal de acido
clorhidrico, sal de acido sulfdrico, sal de acido acético, sal de acido fosforico,
citrato, sal de acido mesilico y mas preferibles de todos es la sal de acido
mesilico. Esto es, el compuesto activo preferible de la presente invencion es
mesilato de eribulina. Por otra parte, como la sal farmacoldgicamente permisible
de eribulina, es aceptable usar eribulina y sal de aluminio, calcio, litio,
magnesio, zinc [sic], sodio, zinc y dietanolamina. La eribulina o su sal
farmacoldgicamente permisible es el compuesto o su sal registrada en el folleto
de la Publicacion Internacional de PCT WO 99/65894 o la Patente
Norteamericana 62465 (los contenidos registrados en estas patentes son
incorporados é'n la presente por referencia) y tienen accién farmacolégica que
incluyen accién antitumoral y accién antimitética. La eribulina o su sal
farmacolégicamente permisible exhiben accion antitumoral con respecto a
melanoma, fibrosarcoma, leucemia monocitica, cancer de colon, cancer ovarico,
cancer de seno, cancer de hueso, cancer de prostata, cancer de pulmén y
fibroblastos ras-transformados.

Sin embargo, como compuestos activos que se pueden combinar
con eribulina, etc., se puede seleccionar de entre compuestos utilizados en los
campos de medicinas (incluyendo farmacos de dragnéstico), productos
cosmeéticos, productos alimenticios y asi sucesivamente. Con respecto a los
compuestos activos, es aceptable combinar uno 0 mas compuestos diferentes
de eribulina, etc.
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Como compuestos activos, se pueden mencionar compuestos de
bajo peso molecular, etc. Entre estos, los compuestos usados como agentes
antitumorales, agentes antibacterianos, agentes antiinflamatorios, agentes de
infarto antimiocardiacos y agente de contraste son adecuados.

on respecto al peso molecular del compuesto activo, es
preferible un intervalo de 100 a 2000, es mas preferible un intervalo de 200 a
1500, y es aun mas preferible un intervalo de 300 a 1000. Dentro de estos
intervalos, la permeabilidad de membrana de liposoma del compuesto activo es
generalmente satisfactoria, y la presente invencién se puede aplicar
adecuadamente.

Los compuestos activos incluyen compuestos solubles en agua vy
compuestos lipofilicos, y mientras que son mas o menos solubles en agua o
solventes acuosos, la presente invencion se puede aplicar.

No hay limitaciones particulares sobre agentes antitumorales en la
presente invencidon, y se pueden mencionar, por ejemplo, derivados de
camptotecina tal como clorhidrato de irinotecan, clorhidrato de nogitecan,
exatecan, RFS-2000, lurtotecan, BNP-1350, Bay-383441, PNU-166148, IDEC-
132, BN-80915, DB-38, DB-81, DB-90, DB-91, CKD-620, T-0128, ST-1480, ST-
1481, DRF-1042, DE-310; derivado de taxano tal como hidruro de docetaxel,
docetaxel, pacritaxel, IND-5109, BMS-184476, BMS-188797, T-3782, TAX-
1011, SB-RA-31012, SBT-1514 Y DJ-927; ifosfamida, clorhidrato de nimstina,
carvocon, ciclpfosfamida, dacarbazina, tiotepa, busuifan, melfaran, ranimustina,
fosfato de estramustina sédico, 6-mercaptopurina ribosido, enocitabina,
clorhidrato de gemcitabina, carmfur, citarabina, ocfosfato de citarabina, tegafur,
doxifluridina, hidroxicarbamida, fluorouracilo, metotrexato, mercaptopurina,
fosfato de fludarabina, actinomicina D, clorhidrato de aclararubicina, clorhidrato
de idarubicina, clorhidrato de pirarubicina, clorhidrato de epirubicina, clorhidrato
de daunorubicina, clorhidrato de doxorubicina, epirubicina, pirarubicina,
daunorubicina, doxorubicina, clorhidrato. de pirarubicina, clorhidrato de
bleomicina, zinostatin estimalamer, neocarzinostatin, mitomicina C, sulfato de
bieomicina, sulfato de peplomicina, etoposido, tartrato de vinorelbina, sulfato de
vincrestina, suifato de vindesina, sulfato de niblastina, clorhidrato de amrubicina,
gefinitib, exemestano, capecitabina, TNP-470, TAK-165, KW-2401, KW-2170,
KW-2871, KT-5555, KT-8391, TZT-1027, S-3304, CS-682, YM-511, YM-598,
TAT-59, TAS-101, TAS-102, TA-106, FK-228, FK-317, E7070, (8E, 12E, 14E)-
7[(4-cicloheptipiperazina-1-il)carbonil]oxi-3,8,16,21-tetrahidroxi-610,12,16,20-

21
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pentametil-18,19-epoxitricosa-8,12,14-trien-11-6lido (E7107), KRN-700, KRN-
5500, J-107088, HMN-214, SM-11355, ZD-0473, etc. con respecto a los
compuestos registrados como sales entre los agentes antitumorales
mencionados anterior, cualquier sal es aceptable, y los cuerpos libres también
son aceptables. Con respecto a los compuestos registrados como cuerpos
libres, cualquier sal es aceptable.

No hay limitaciones particulares sobre agentes antibacterianos, y
se pueden mencionar, por ejemplo, anfotericina B, cefotiam hexilo,
cefalosporina, cloramfenicol, diclofenaco, etc. Con respecto a compuestos de
los agentes antibacterianos mencionados en lo anterior, cualquier sal es
aceptable,

No hay limitaciones particulares sobre agentes antiinflamatorios, y
se pueden mencionar, por ejemplo, prostaglandinas (PGE1, PGE2),
dexametasona, hidrocortisona, piroxicam, indometacina, prednisolona, etc. Con
respecto a compuestos de los agentes antiinflamatorios mencionados en lo
anterior, cualquier sal es aceptable.

No hay limitaciones particulares sobre agentes de infarto anti-
miocardico y se pueden mencionar, por ejemplo, adenosina, etanolol,
pilsicainida, etc. y como agentes de contraste, se pueden mencionar, por
ejemplo, iopaFnidol, acido ioxaglico, iohexol, iomeprol, etc. Con respecto a los
compuestos de los agentes de infarto anti-miocardico mencionados anterior y
agentes de contraste, cualquier sal es aceptable.

(Lipidos)

Es preferible que los constituyentes de membrana del liposoma de
la presente invencion incluyan fosfolipidos y/o derivados de fosfolipido. Como
fosfolipidos y derivados de fosfolipido se pueden mencionar, por ejemplo,
fosfatidil etanolamina, fosfatidil colina, fostatidil serina, fosfatidil inositol, fosfatidil
glicerol, cardiolipina, esfingomielina, ceramida fosforiletanolamina, ceramida
fosforil glicerol, ceramida fosforil glicerol, fosfato, 1,2-dimiristoil-1,2-
deoxifosfatidil colina, plasmalogeno, acido fosfatidico, etc.

No hay limitaciones particulares sobre residuos de acido graso en
los fosfolipidos y derivados de fosfolipido, y se pueden mencionar, por ejemplo
el residuo de acido graso saturado no insaturado con un numero de carbonos
de 12 a 20. Especificamente, se pueden mencionar grupos de acilo derivados
de acido graso tal como acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido
estedrico, acido oleico y acido linoleico. También se pueden utilizar fosfolipidos

4
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derivados de sustancias naturales tal como la lecitina de yema de huevo y
lecitina de soja, lecitina de yema de huevo parcialmente hidrogenada cuyo
residuo de acido graso insaturado es parcial 0 completamente hidrogenado
(completamente) lecitina de yema de huevo hidrogenada, lecitina de soja
parcialmente hidrogenada, lecitina de soja (completamente) hidrogenada, etc.

No hay limitaciones particulares sobre la cantidad de mezclado
(fraccion en mol) de los fosfolipidos y/o derivados de fosfolipido que se utilizan
cuando se prepara el liposoma, pero es preferible de 10 a 80% relativo a la
composicion de membrana de liposoma completa, y es méas preferible 30 a
60%.

Con respecto a los constituyentes de membrana, aparte de los
fosfolipidos yfo derivados de fosfolipido, el liposoma de la presente invencién
tambien puede incluir esteroles tal como colesterol y colesterol como
estabilizadores de membrana, acidos grasos que tienen grupos acilo saturados
€ insaturados con un numero de carbonos de 8 a 22 y antioxidantes tal como a-
tocoferol.

No hay limitaciones particulares sobre la cantidad de mezclado
(fraccion en mol) de estos esteroles que se utilizan cuando se prepara el
liposoma, pero es preferible 1 a 60% relativo a la composicién de membrana de
liposoma completa, es mas preferible 10 a 50% y es alin mas preferible 30 a
50%.

Por otra parte, no hay limitaciones particulares sobre la cantidad
de mezclado (fraccion en mol) de los &cidos grasos, pero es preferible de 0 a
30% relativo a la composicidn de membrana de liposoma completa, es mas
preferible 0 a 20% y es atn mas preferible 0 a 10%. Con respecto a la cantidad
de mezclado (fraccién en mol) del antioxidante, es suficiente y se adiciona a
una cantidad que puede obtener el efecto antioxidante, pero es preferible 0 a
15% de la composicién de membrana de liposoma completa, es mas preferible
0 a 10% y es aun mas preferible 0 a 5%.

El liposoma de la presente invencién también puede contener
lipidos funcionales y lipidos modificados como constituyentes de membrana.

Como lipidos funcionales, se pueden mencionar derivados de
lipidos retenidos en la sangre, derivados de lipidos sensibles a la temperatura,
derivados de |ipidos sensibles al pH, etc. Como lipidos modificados se pueden
mencionar lipidos de PEG, lipidos de azicar, lipidos modificados con
anticuerpo, lipido modificados con péptido, etc.
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Como derivados de lipidos retenidos en la sangre, se pueden
mencionar, por ejemplo, giicoforina, gangliosido GM1, gangliosido GM3,
derivados de acido glucorénico, derivados de acido glutaminico, derivados de
fosfolipido de glicerina, derivados de polietilenglicol (condensado de
metoxipolietilenglicol, etc.) tal como N - {carbonil — metoxi polietilenglicol - 2000]
- 1,2 — dipalmitoil — sn - glicero — 3 fosfoetanolamina, N - [carbonil — metoxi
polietilenglicol - 5000] - 1,2 — dipalmitoil — sn — glicero - 3 — fosfoetanolamina, N
- [carbonil — metoxi polietilenglicol - 750] - 1,2 — dipalmitoil - sn — glicero — 3
fosfoetanolamina, N - [carbonil — metoxi polietilenglico! - 2000] - 1,2 - dipalmitoil
— sn — glicero - 3 —fosfoetanolamina (MPEG 2000 - distearoil fosfatidil
etanolamina), y N - [carbonil — metoxi polietilenglicol - 5000] - 1,2 — diestearoil —
sn - glicero ~ 3 - fosfoetanolamina, que son condensados de fosfoetanolamina
y metoxi polietilenglicol. Al tener el liposoma que contiene derivados de lipido
con prOpiedadés de retencion en la sangre, es posible mejorar la retencion en la
sangre de liposoma, debido a que el liposoma llega a ser dificil de capturar en el
higado, etc., como una impureza extrafa.

Como derivados de lipidos sensibles a la temperatura, se pueden
mencionar, por ejemplo, dipalmitoil fosfatidilcolina, etc. Al tener el liposoma que
contiene derivados de lipidos sensibles a la temperatura, es posible causar la
destruccion de liposoma en temperaturas especificas, y causar cambios en las
propiedades superficiales de liposoma. Ademas, al combinar esto con un
incremento en la temperatura en el sitio objetivo del tumor, etc., es posible
destruir el liposoma en el sitio objetivo, y liberar el compuesto activo en el sitio
objetivo.

Como derivados de lipidos sensibles al pH, se pueden mencionar,
por ejemplo, dioleoil fosfatidil etanolamina, etc. Al tener el liposoma que
contiene derivados de lipidos sensibles al pH, es posible promover la fusién de
membrana de liposoma y endosoma cuando el liposoma se incorpora en las
células debido a la endocitosis, y mejorar la transmision del compuesto activo al
tejido celular.

Gomo lipidos de azlcar, lipidos modificados con anticuerpos y
lipido modificados con péptido, se pueden citar liquidos que son enlazados con
azucares, anticuerpos o péptidos que son compatibles con las células objetivo o
tejido objetivo. Al utilizar lipidos modificados, el liposoma puede ser transmitido
activamente a las células objetivo o tejido objetivo.

No hay limitaciones particulares sobre la cantidad de mezclado
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(fraccion en mol) de derivados de lipido con propiedades de retencién en la
sangre utilizados cuando se prepara el liposoma, pero es preferible 0 a 50% de
la totalidad de lipidos constituyentes de membranas de liposoma, es mas
preferible 0 a 30% y es ain mas preferible de 0 a 20%.

(Liposoma)

Como es mencionado en lo anterior, el liposoma es una vesicula
cerrada microscopica que tiene una fase interna encerrada por una bicapa de
lipido.

Idealmente, con respecto al liposoma, a) es preferible que la
eribulina, etc. tenga una funcién de barrera que prevenga su fuga a la fase
externa de liposoma después de que la eribulina, etc. es una vez atrapada en la
fase interna dé liposoma. En el caso, en donde se utiliza como una medicina, es
preferible que el liposoma exhiba estabilidad in vivo, y que la eribulina etc.,
tenga una funcién de barrera que prevenga su escape a la fase externa de
liposoma en la sangre cuando el liposoma se administra in vivo.

La composicién de ios constituyentes de membrana para liposoma
que tienen tal permeabilidad de membrana en un nivel que permite la aplicacion
practica se puede seleccionar apropiadamente por aquellos expertos en la
tecnica de acuerdo con el compuesto activo, tejido objetivo y los similares
mediante la referencia como es necesario en las modalidades descritas
enseguida (Huroshi Kikuchi, y colaboradores, “Liposome |—Preparation
Methodo and Assay Methodo--,", Cell Technology (1983), 2(9): pp, 1136-1149, y
la literatura de referencia citada en la literatura).

Cuando se utiliza como una medicina, es preferible que Ia
eribulina, etc. sea liberada del liposoma después de que el liposoma alcanza e!
tejido objetivo, células u organelas intracelulares. Con respecto al liposoma, los
constituyentes de membrana por si mismos son ordinariamente biodegradables,
y finalmente se descomponen en el tejido objetivo o los similares. Se cree que
la eribulina atrépada, efc. es liberada de esta manera. Por otra parte, también
es aceptable si el liposoma mismo es incorporado en las células.

No solamente puede la composicién de liposoma ser dirigida al
tejido objetivo tal como el cancer sélido, sino también se puede utilizar para
transmitir compuestos activos al cancer hematoldgico y asi sucesivamente,
Tambien se puede utilizar como una formulacion de liberacion lenta,
formulacidn de liberacién controlada, etc. en la sangre.

El tamario de particula del liposoma se puede ajustar de acuerdo
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con el objetivo. Por ejemplo, cuando se propone para transmitir liposoma al
tejido canceroso o tejido inflamado mediante el efecto de EPR (Permeabilidad
de Retencion Aumentada) come un producto de inyeccion o los similares, es
preferible que el tamafio de particula de liposoma sea de 30 a 400 nm, y es mas
preferible que el tamafio de particula sea de 50 a 200 nm. En el caso donde la
intencion es transmitir el liposoma al macréfago, es preferible que el tamafio de
particula de liposoma sea 30 a 1000 nm, y es mas preferible que el tamano de
particula sea 100 a 400 nm. En el caso donde la composicién de liposoma se va
a utilizar come’ una preparacion oral o preparacion transdérmica, el tamafio de
particula de liposoma se pueden ajustar en varias micras. Se va observar que
(1) en el tejido normal, las paredes vasculares sirven como barreras (debido a
que las paredes vasculares estan densamente constituidas por células
endoteliales vasculares) y las microparticulas tales como supermoléculas y el
liposoma de tamario especificado no puede ser distribuido dentro del tejido. Sin
embargo, en el tejido enfermo, las paredes vasculares estan sueltas {(debido a
que intersticios existen entre las células endoteliales vasculares) incrementando
la permeabilidad vascular, y las supermoléculas y microparticulas se pueden
distribuir al tejido extravascular {permeabilidad aumentada). Por otra parte (2) el
sistema linfatico es bien desarrollado en el tejido normal, peroc es conocido que
el sistema linfatico no es desarrollado en el tejido enfermo, y que las
supermoléculas ¢ microparticulas, una vez incorporadas, no son recicladas a
través del sistema general, y son retenidas en el tejido enfermo (retencion
aumentada)—esto es llamado el efecto EPR (Matsumura, Maeda, Cancer
Research. (1986), 46: pp. 6387-6392). Consecuentemente, es posible controlar
la farmacocinética al ajustar ef tamario de particula de liposoma.

E’n la presente invencién, el tamafio de particula de liposoma
significa el tamafio de particula promedio en peso de acuerdo con el método de
dispersion de luz dinamica (método de dispersion de luz cuasi-elastica). Aqui, el
tamano de particula se muestra que es medido por los instrumentos de
dispersion de luz dindmica (por ejemplo, Zsatasizer Nano ZS modelo
manufacturado por Malvern Instrumets Ltd. y ELS-8000 manufacturado por
Otsuka Electronics Co, Ltd). Los instrumentos miden el movimiento Browniano
de las particulas, y el tamafic de particula se determina basado en la teoria
metodologica de dispersion de luz dinamica establecida.

No hay limitaciones particulares sobre el solvente de la fase

interna de liposoma, y se pueden mencionar, por ejemplo, soluciones
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reguladoras tal como la solucion reguladora de fosfato, solucidn reguladora de
citrato y soluciones salina fisioldgica regulada de fosfato, agua salina fisiologica,
medios de cultivo para cultivos celulares, etc. Como el solvente, en el caso
donde se utiliza solucion reguladora, es preferible que la solucién del agente
regulador sea 5 a 300 mM, y es mas preferible 10 a 100 mM. No hay
limitaciones pgrticulares sobre el pH de la fase interna de liposoma, pero es
preferible de 3 a 11, y es mas preferible 4 a 9.

(Composicion de liposoma)

Se ofrece una composicién de liposoma de acuerdo con la
presente invencion. La composicion de liposoma contiene liposoma, y ademas
contiene eribulina, etc. en la fase interna de liposoma. Como es mencionado en
lo anterior, la composicién de liposoma incluye tanto una forma sélida y una
forma liquida. En el caso donde el liposoma esta en una forma solida, este se
puede hacer en una forma liquida al disolverlo o suspenderlo en un solvente
preescrito como es descrito enseguida. En el caso donde la composicion de
liposoma es sdlida congelada, esta se puede hacer en una forma liquida al
fundir al dejarla en reposo a temperatura ambiente.

La concentracién de liposoma en la concentracion del compuesto
activo en la composicion de liposoma se puede ajustar apropiadamente de
acuerdo con [a composicion de liposoma objetivo, formulacion, etc. En el caso
donde la composicién de liposoma es una formulacién liquida, la concentracion
de liposoma como la concentracion de todos los lipidos que constituyen el
liposoma se pu.eden ajustar en 0.2 a 100 mM, y de preferencia en 1 a 30 mM.
La concentradién (dosificacion) de compuestos activos en el caso donde la
composicion de liposoma se utiliza como una medicina se describe enseguida.
Con respecto a cantidades de ciclodextrina en |la composicion de liposoma, es
preferible que sea menor que un equivalente de 0.1 mol con relacion a la
eribuling, etc., y es mas preferible que sea menor que el [imite de deteccion.

En la composicién de liposoma de la presente invencién, la
eribulina, etc. se puede proporcionar a la bicapa de lipido.

No hay limitaciones particulares sobre el solvente (medio de
dispersion} de la composicion de liposoma en el caso de donde la composicion
de liposoma es una formulacion liquida, y se puede mencionar, por ejemplo,
soluciones reguladoras tal como la solucién reguladora de fosfato, solucion
reguladora de citrato y solucién salina fisiologica regulada de fosfato, agua
salina fisiolégica y medios de cultivo para cultivos celulares. No hay limitaciones
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particulares sobre el pH de la fase externa de liposoma de la composicion de
liposoma, pero es preferible 3 a 11 y es mas preferible 4 a 9.

Tgmbién se puede adicionar lo siguiente a la composicién de
liposoma: mdhosacaridos tales como giucosa, glactosa, manosa, fructosa,
inositol, ribosa y xilosa; disacaridos tales como lactosa, sacarosa, cellobiosa,
trehalosa y maitosa; trisacaridos tal como rafinosa y melizitosa: polisacaridos tal
como ciclodextrina; y alcoholes de azlcar tal como eritritol, xilitol, sorbitol,
manitol y maltitol; alcoholes polivalentes tales como glicerina, diglicerina,
poliglicerina,  propilenglicol,  polipropilenglicol, etilenglicol,  dietilenglicol,
trietilenglicol,  polietilenglicol, éter monoalquilico de etilenglicol,  éter
monoalquilico de dietilenglicol, 1,3-butilenglicol. También se puede utilizar
combinaciones de azucar y de alcohotl.

Para propositos de almacenamiento a largo plazo estable del
liposoma que es dispersado en el solvente (medio de dispersién), desde el
punto de vista de la estabilidad fisica que incluye coagulacion y asi
sucesivamente, es preferible eliminar el electrolito en el solvente (medio de
dispersion) tanto como sea posible. Por otra parte, desde el punto de vista de Ia
estabilidad quimica de los lipidos, es preferible ajustar el pH del solvente {medio
de dispersién) de acidico a ia vecindad de neutro 8pH 3.0 a 8.0) y remover el
oxigeno resuelto a través del burbujeo de nitrégeno.

MG hay limitaciones particulares sobre la concentracion del aztcar
0 alcoho! polivalente contenido en la composicion de liposoma, pero en un
estado donde el liposoma es dispersado en un solvente, por ejemplo, es
preferible que la concentracion de azucar sea 2 a 20% (W/V) 5 a 10% (W) es
mas preferible. Con respecto a la concentracion de alcohol polivalente, 1 a 5%
((WIV) es preferible y 2 a 2.5% (W/V) mas preferible. Estos solventes también
se pueden utilizar como la fase externa de liposoma en el liquido de dispersion
de liposoma, el sustituir o diluir la fase externa de liposoma de la solucién
preparatoria de liposoma con este solvente, es posible cambiar la solucidn de la
fase externa de liposoma en estas soluciones.

Es preferible que las formulaciones sélidas de la composiciéon de
liposoma incluyan, por ejemplo, monosacaridos tales como glucosa, glactosa,
manosa, fructosa, inositol, ribosa y xilosa, disacaridos tales como lactosa,
sacarosa, cellobiosa, trehalosa y maitosa; trisacaridos tales como rafinosa y
melizitosa; polisacaridos tales como ciclodextrina; y alcoholes de azucar tales
como eritritol, xilitol, sorbitol, manito! y maltitol. Mas preferible son mezclas de
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glucosa, lactesa, sacarosa, trehalosa y sorbitol. AGn mas preferibles son
mezclas de lactosa, sacarosa y trehalosa. Por este medio, las formulaciones
sélidas se pueden almacenar mientras periodos largos. Cuando se congela, es
preferible que las formulaciones sdlidas mantengan alcoholes poiivalentes
(soluciones acuosas) tales como glicerina, diglicerina, poliglicerina,
propilenglical,  piliprolengiicol,  etilenglicol,  dietilenglicol, trietilenglicol,
polietilenglicol, éter monoalquilico de etilenglicol, éter monoalquilico de
dietilenglicol y 1,3-butilenglicol. Con respecto a alcoholes polivalentes
(soluciones acuosas), glicerina, propilenglico! y polietilenglicol son preferibles, Yy
glicerina y propilenglicol son mas preferibles. Por este medio es posible
almacenar establemente la formulaciéon sélida durante periodos largos. Los
azucares y alcoholes polivalentes se pueden utilizar en combinacion.

(Método de manufactura de la composicién de liposoma)

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método
de manufactura para la manufactura de una composicién de liposoma que
contiene eribulina o su sal farmacolégicamente permisible. El método para
manufacturar la composicion de liposoma incluye: una etapa en la cual se
proporciona un. liquido de dispersion de liposoma que contiene liposoma; una
etapa en la cual el liquido de dispersidn de liposoma mencionado en lo anterior
se mezcla con el compuesto activo mencionado en lo anterior (eribulina o su sal
farmacologicamente aceptable); y una etapa en la cual se introduce el
compuesto activo mencionado en lo anterior en la fase interna de liposoma del
liquido de dispersion de liposoma mencionado en lo anterior.

Es preferible que la etapa en la cual se proporciona el liquido de
dispersion de liposoma que contiene liposoma incluya una etapa en la cual se
proporciona una solucién preparatoria de liposoma, y una etapa en la cual la
fase externa de liposoma de la solucién preparatoria de liposoma mencionado
en lo anterior se sustituye o se diluye.

La solucion preparatoria de liposoma se puede proporcionar, por
ejemplo, al preparar liposoma en una solucién que contiene sal de amonio. Al
preparar la solucion preparatoria de liposoma en una solucién que contiene sal
de amonio, es posible hacer un liquido de dispersién de liposoma que también
contiene sal de amonio en la fase interna de liposoma.

No hay limitaciones particulares sobre la solucién que contiene sal
de amonio que es utilizada cuando se prepara la solucién preparatoria de
liposoma, y s€ puede utilizar cualquier solucion que contiene sal de amonio.
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Como sal de amonio, se puede citar, por ejemplo, cloruro de
amonio, borato de amonio, sulfato de amonio, formiato de amonio, acetato de
amonio, citrato de amonio, tartrato de amonio, succinato de amonio y fosfato de
amonio. El sulfato de amonio, sulfato de amonio, citrato de amonio, tartrato de
amonio y fosfato de amonio son preferibles entre estos; sulfato de amonio,
citrato de amonio y tartrato de amonio son méas preferibles y sulfato de amonio
es mucho mas preferible.

Se puede utilizar estas sales de amonio en combinaciones de dos
0 mas.

lLa concentracién de sal de amonio en la solucién que contiene sal
de amonio se puede ajustar apropiadamente de acuerdo con la cantidad de
eribulina, efc., que es atrapada, y entre mas alta es mejor; 10 mM o mas es
preferible; 20 mM o mas es mas preferible y 50 mM o mas es aun mas
preferible. Con respecto al pH de la solucion que contiene sal de amonio, 3 a 9
es preferible, 4 a 9 es mas preferible desde el punto de vista del balance de la
relacidén de atl’a;pamiento y estabilidad, y 5 a 8 es atn mas preferible.

Un ajustador de pH se puede utilizar con el fin de ajustar el pH de
la solucién que contiene sal de amonio. No hay limitaciones particulares sobre
la concentracion de los ajustadores de pH individuales en la solucion que
contiene sal de amonio, pero 1 a 300 mM es preferibles y 5 a 100 mM es mas
preferible.

Como el ajustador de pH, se puede mencionar, por ejemplo,
aminoacidos tales como arginina, histidina y glicina; acidos tales como acido
ascorbico, acido benzoico, acido citrico, acido glutaminico, acido fosférico,
acido acético, acido propiénico, acido tartarico, acido carbénico, acido lactico,
acido borico, acido maleico, acido fumarico, acido malico, acido adipico, acido
clorhidrico y acido sulftrico; sales de los acidos mencionados en lo anterior tai
como la sal de sodio, sal de potasio o sal de amonio; y compuestos alcalinos
(base) tal como tris-hidroximetilamino metano, agua amoniatada (amoniaco),
hidruro de sodio e hidruro de potasio. Como ajustadores de pH, el hidruro de
sodio, acido clorhidrico, agua amaniatada, acido acético, acido lactico, acido
tartarico, acido succinico, acido citrico y acido fosférico son preferibles; hidruro
de sodio, agua‘amonatiada, acido clorhidrico, acido acético, acido citrico y acido
fosforico son mas preferibles; e hidruro de sodio, agua amonatiada, acido
clorhidrico, acido citrico y acido fosfoérico solo ain mas preferibles. Los
ajustadores de pH se pueden utilizar en combinaciones de dos o mas de las
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sales de amonio. Ademas, las soluciones reguladoras también se pueden
utilizar como ajustadores de pH, tal como la solucién reguladora de fosfato,
solucion reguladora de citrato y soluciones salina fisioldgica regulada de fosfato.

Como la solucion preparatoria de liposoma, es mejor usar una
solucion que se obtiene al preparar liposoma sin inclusién sustancial de
ciclodextrina. Como la solucién preparatoria de liposoma, la fase interna de
liposoma también puede contener, sal, &cido, base y/o aminoacido. En este
caso, es preferible que la fase interna de liposoma contenga el compuesto
activo, sal de amonio y acido. Como la sal de amonio, el sulfato de amonio se
puede mencionar como el ejemplo preferido. Como el acido, el acido citrico se
puede mencionar como el ejemplo preferido.

Con respecto a la preparacion de liposoma, se puede mencionar el
meétodo de pelfcula de lipidos (método de Vortice), método de evaporacion de
fase inversa, método ultrasénico, método de pre-vesicula, método de inyeccion
de etanol, método de prensa francesa, método de remocion de acido célico,
método de lote de Triton X-100, método de fusion Ca**, método de inyeccion de
eter, meétodo de recosido, método de congelacion-descongelacion, etc.

Las diversas condiciones (cantidades de constituyentes de
membrana, temperatura, etc.), en la preparacion de liposoma se pueden
seleccionar adecuadamente de acuerdo con el método de preparacién de
liposoma, composicion de liposoma objetivo, tamario de particula, etc. (ver Op.
Cit, Kikuchi (1983), etc.).

El tamafio de particula de liposoma se puede ajustar
opcionalmente como sea necesario. El tamario de particula se puede ajustar,
por ejemplo, al conducir extrusion (filtracién de extrusidn) bajo alta presion
utilizando un filtro de membrana de didmetro de poro regular. El ajuste del
tamafo de particula se puede conducir en cualquier tiempo durante la
manufactura de la composicién de liposoma de la presente invencion. Por
ejemplo, se puede conducir antes del ajuste de la fase externa de liposoma en
la solucién preparatoria de liposoma, después del ajuste de la fase externa de
liposoma en I.; solucion preparatoria de liposoma, o después de la introduccion
del compuesto activo en la fase interna de liposoma. Es preferible conducir el
ajuste de tamario de particula antes de introducir el compuesto activo en la fase
interna de liposoma, y es mas preferible conducirlo antes de ajustar la fase
externa de liposoma en la solucion preparatoria de liposoma.

El liquido de dispersion de liposoma se puede obtener al sustituir o
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diluir la fase externa de la solucion preparatoria de liposoma obtenida. La
sustitucion de la fase externa de liposoma se puede conducir una vez, o una
combinacion de varios tipos de métodos de sustitucion o dilucion se pueden
conducir multiples veces.

Como un método para sustituir la fase externa de liposoma de Ia
solucion preparatoria de liposoma, se puede mencionar la dialisis, separacion
centrifuga y filtracion en gel. Al sustituir la fase externa de liposoma, la presente
invencion se puede implementar de modo que la fase externa de liposoma no
contiene sustancialmente ciclodextrina o sal de amonio. Por otra parte, sustituir
o diluir la fasg externa de liposoma, es posible atrapar eficientemente la
eribulina o su :‘,al farmacolégicamente permisible en la fase interna de liposoma.

La dialisis se puede conducir, por ejemplo, usando una membrana
de diadlisis. Como una membrana de didlisis, se puede mencionar una
membrana con un corte de peso molecular tal como un tubo de celulosa o
Spectra/Por.

Con respecto a la separacion centrifuga, la aceleracion centrifuga
se puede conducir de preferencia a 100,000 g 0 mas alta, y mas de preferencia
a 300,000 g o mas altas. Al sustituir la fase externa de liposoma por
centrifugacion, también se puede conducir la concentracion de liposoma en
conjuncion con la sustitucion de la fase externa de liposoma.

La filtracion en gel se puede llevar a cabo, por ejemplo, al conducir
el fraccionamiento basado en el peso molecular utilizando una columna tal
como Sephadex o Sepharose.

Como el solvente (medio de dispersion) utilizado cuando se
sustituye o diluye la fase externa de liposoma, se puede mencionar, por
ejemplo, la solucién de sacarosa, solucién salina y medio de cultivo para cultivo
celular. Al usar estos solventes, es posible preparar una composicién de
liposoma estabie.

No hay limitaciones particulares sobre el pH del solvente, pero un
intervalo de 2 a 11 se puede ajustar; 3 a 10 es preferible, 6 a 10 es mas
preferible y 7 a 10 es aiun mas preferible, como es descrito enseguida, un
gradiente de pH se puede utilizar para introducir la eribulina, etc. en Ia fase
interna de liposoma. En este caso, el pH de solvente se puede ajustar de modo
que la fase externa de liposoma alcance el pH objetivo.

Un ajustador de pH se puede utilizar con el fin de ajustar el pH en
el solvente. No hay limitaciones particulares sobre la concentracién de uso, pero
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1 a 300 mM es preferible, y 5 a 100 mM es mas preferible.

Como el ajustador de pH, se puede mencionar, por ejemplo,
aminoacidos tales como arginina, histidina, y glicina; acidos tales como acido
ascorbico, acido benzoico, acido citrico, acido glutaminico, acido fosférico,
acido acético, acido propidnico, Acido tartarico, acido carbénico, acido lactico,
acido bérico, acido maléico, acido fumarico, acido malico, acido adipico, acido
clorhidrice y acido sulfurico; sales de los acidos mencionados en lo anterior tal
como sal de §c.>dio, sal de potasio y sal de amonio; y compuestos alcalinos tal
como tris-hidroximetiloamino metano, agua amoniatada, hidruro de sodio e
hidruro de potasio. Hidruro de sodio, acido clorhidrico, histidina, acido tartarico,
acido succinico, acido citrico y acido fosfdrico son preferibles; hidruro de sodio,
acido clorhidrico histidina, acido tartarico, acido citrico y acido fosférico son mas
preferibles, e hidruro de sodio, acido clorhidrico, histidina y acido fosférico son
aun mas preferibles.

Con el fin de mejorar la relacion de atrapamiento de eribulina o su
sal farmacologicamente permisible en el liposoma, la relacion de atrapamiento
se puede incrementar al adicionar una solucion (solucién de sal) que contiene
electrolito a la fase externa de liposoma para incrementar la intensidad inica.
No hay limitaciones particulares sobre el electrolito (sal) contenido en la fase
externa de liposoma, pero cloruro de sodio y cloruro de potasio son preferibles,
y cloruro de sodio en mas preferible. También se puede utilizar solucion salina
fisiolégica, por otra parte, como la fase externa de liposoma del liquido de
dispersion de liposoma o los similares, azucar, electrolito y/0 aminoacidos se
pueden incluir, y azlcar o electrolito de aminoacidos también se puede incluir.
Como azulcar,’sacarosa se pueden echar como el ejemplo preferido, como
electrolito, la solucion salina fisioldgica de cloruro de sodio se puede mencionar
como ejemplos preferidos, y como aminodcidos, histidina se puede mencionar
como el ejemplo preferido.

Es preferible que el liquido de dispersion de liposoma obtenido no
contenga sustancialmente el ciclodextrina o sal de amonio en la fase externa de
liposoma y la fase interna de liposoma, ver la presente invencién, ta eribulina o
sal y farmacolégicamente permisible se puede introducir en la fase interna de
liposoma aln en el caso donde la ciclodextrina o sal de amonio tiene por alguna
razén que ser adicionada a la fase externa de liposoma de lipido especial de
liposoma, y adn cuando la fase externa de liposoma de liquido de dispersion de
liposoma contiene ciclodextrina o sal de amonio.

(010
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Con respecto a la concentracién de lipido de liposoma en el liquido
de dispersion de liposoma, 1 a 100 mM es preferible, y 1-50 mm es mas
preferible. Dentro de estos intervalos, es posible formar adecuadamente un
numero mas grande de particulas de liposoma sin deteriorar las propiedades
fisicas del liqujdo de dispersion de liposoma.

La composicion de liposoma se puede obtener al mezclar el
liquido de dispersién de liposoma obtenido y el compuesto active de eribulina,
etc., y al introducir el compuesto activo en la fase interna del liposoma de
liquido de dispersién de liposoma. Es preferible que la etapa de introduccién
incluya una etapa en la cual la permeabilidad de membrana de liposoma se
aumente en la solucion mezclada del liquido de dispersion de liposoma y el
compuesto activo. Por este medio, el atrapamiento de la eribulina, etc. en el
liposoma se puede realizar en un periodo mas corto de tiempo. Sin embargo,
aun si no se conducen operaciones particulares para el propdsito de aumentar
la permeabilidad de membrana de liposoma después del mezclado del liquido
de dispersion de liposoma y eribulina, etc., es posible atrapar la eribulina, etc.
en el liposoma si se toma el tiempo requerido.

En la etapa en la cual se mezcla la eribulina o su sal
farmacolégicamente permisible, es posible usar una sustancia disuelta en un
solvente o una sustancia sélida como la eribulina, etc. No hay limitaciones
particulares sobre el solvente y se puede usar, por ejemplo, una sustancia
identica a la fage externa de liposoma del liquido de dispersién de liposoma.

én una opcién como sea necesario, €s posible usar un gradiente
de pH en la introduccién de eribulina, etc., en la fase interna de liposoma. En
este caso, con respecto al pH de la fase interna de liposoma del liquido de
dispersion de liposoma, 3 a 9 es preferible, 4 a 9 es mas preferible y 5 a 8 es
aun mas preferible.

Por otra parte, es posible ajustar el pH de la fase externa de
liposoma mas alto que el pH de la fase interna de liposoma para crear un
gradiente de pH. Un gradiente de pH de 1 5 es preferible, y 2 a 3 es mas
preferible.

Ademas, es posible incrementar la relacién de atrapamiento en el
liposoma al llevar el pH de la fase externa de liposoma mas cercano a la
vecindad del pKa de eribulina, etc. 7.5 a 12.5 es preferible, 8.5 a 11.5 es mas
preferible y 9 a 10.5 es aun mas preferible (el pKa de mesilato de eribulina es
9.6).
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Como la solucién preparatoria de liposoma, es 6ptimo usar una
solucion que se obtiene al preparar liposoma sin inclusién sustancial de
ciclodextrina. ’

Como un método para aumentar la permeabilidad de membrana
de liposoma en la soluciébn mezclada obtenida, se puede mencionar el método
de calentamiento de la solucién mezclada, el método de adicionar un fluidizador
de membrana a la solucién mezclada, etc.

En el caso donde se calienta la solucién mezclada, el compuesto
activo generalmente puede ser mas eficientemente producido en la fase interna
de liposoma al calentar a temperaturas mas altas. Especificamente, es
preferible ajustar la temperatura de calentamiento tomando en consideracion la
estabilidad térmica del compuesto activo y los constituyentes de membrana de
liposoma empleados. En particular, es preferible que la temperatura de
calentamiento se ajuste a la temperatura de transicién de fase de la membrana
de bicapa de lipido de liposoma o mas alta.

La “temperatura de transicion de fase” de la membrana de bicapa
de lipido de liposoma significa la temperatura en la cual la absorcién de calor
inicia (la temperatura cuando comienza la reaccién endotérmica) en el analisis
termico diferencial de condiciones de temperaturas elevadas. El analisis térmico
diferencial es“una técnica que permite el analisis de las propiedades térmicas
de las muestras al medir las diferencias de temperatura de una muestra o
sustancia de referencia como una funcion del tiempo o temperatura mientras se
cambia la temperatura de la muestra 0 sustancia de referencia. En el caso
donde se conduce el andlisis térmico diferencial con respecto a los
constituyentes de membrana de liposoma, los componentes de membrana de
liposoma fluidizan a medida que se incrementa la temperatura, y se observa la
reaccion endotérmica. Como es ampliamente conocido en este campo técnico,
el intervalo de temperatura en el cual la accion endotérmica se observa
grandemente varia de acuerdo con los componentes de membrana de
liposoma. Por ejemplo, en el caso donde los componentes de membrana de
liposoma consisten de un lipido puro, el intervalo de temperatura en el cual la
reaccion endotérmica se observa es extremadamente reducido, y la reaccién
endotérmica frecuentemente se observa dentro de un intervalo de +1°C con
relacion a la temperatura pico endotérmico. Por otra parte, en el caso donde los
componentes de membrana de liposoma consiste de multiples lipidos,

particularmente en el caso donde los componentes de membrana de liposoma
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’

consiste de lipidos derivados de materiales naturales, en el intervalo de
temperatura en el cual la reaccion endotérmica se observa debe ser amplio y la
reaccion endotérmica se observa, por ejemplo, dentro de un intervalo de acido
de £5°C con relacion a la temperatura pico endotérmico. Esto es, un pico
amplio, etc. se observa. De acuerdo con la presente invencién, se cree que la
fluidizacion de membrana de liposoma se incrementa, y la permeabilidad de
membrana del compuesto activo se incrementa al elevar la temperatura mas
alta que la temperatura de retencion de fase de la membrana de bicapa de
lipido de liposoma.

Por ejempio, aunque dependiente de la estabilidad térmica y asi
sucesivamente del compuesto activo y los constituyentes de membrana de
liposoma empleados, es preferible tener un intervalo de temperatura desde la
temperatura de transicion de fase de la membrana de bicapa de lipido de
liposoma a +20°C de la temperatura de transicién de fase; un intervalo de
temperatura desde la temperatura de transicion de fase a +10°C de la
temperatura de transicion de fase mas preferible; y un intervalo de temperatura
desde +5°C dg’ la temperatura de transicion de fase a +10°C de la temperatura
de transicion de fase es alin mas preferible.

La temperatura de calentamiento es ordinariamente 20 a 100°C:
40 a 80°C es preferible y 45 a 65°C es mas preferible.

Especificamente, en el caso de una membrana de liposoma cuyos
ingredientes  principales son di-palmitoil fosfatidilcolina (temperatura de
transicion de fase como sustancia simple: 41°C) y colesterol, auque también
depende de la composicion de la misma, una temperatura de calentamiento de
40 a 60°C es ordinariamente preferible, y 45 a 50°C es mas preferible. Por otra
parte, en el caso de una membrana de liposoma cuyos ingredientes principales
son fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC: temperatura de transicion de
fase como sustancia simple: 50 a 60°C) y colesterol, aunque también depende
la composicién de la misma como una temperatura de calentamiento de! 50 a
70°C es ordinariamente preferible, y 55 a 65° es mas preferible. Sin embargo,
estas temperaturas de calentamiento de ninguna manera limita la presente
invencion.

En la etapa de calentamiento, no hay limitaciones particulares
sobre el tiempo en el cual se mantiene la temperatura en o arriba de la
temperatura d,e transicion de fase, y esta se puede ajustar apropiadamente de
otro intervalo, por ejemplo, de varios segundos a 30 minutos. Tomando en
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consideracion |a estabilidad térmica de compuesto activo y los lipidos asi como
la produccién de mas eficientes, es deseable conocido el tratamiento dentro de
un tiempo corto. Esto es, es preferible que el periodo de mantenimiento de
temperatura elevada sea de 1 a 30 minutos, y 2 a 5 minutos es mas preferible.
Sin embargo, estos tiempos de mantenimiento de temperatura de ninguna
manera limitan la presente invencion.

Por otra parte como es establecido en lo anterior, también es
posible aumentar la permeabilidad de membrana de liposoma y adicionar un
fluidizador de membrana a la solucién mezclada obtenida (esto es, adicionando
al lado de fase interna de liposomas). Como un fluidizador de membrana, se
pueden mencionar solventes organicos, surfactantes, enzimas, efc., que son
solubles en solventes acuosos. Mas especificamente, como solventes
organicos, se pueden mencionar, por ejemplo, alcoholes monovalentes tales
como alcohol etilico y alcohol bencilico; alcoholes polivalentes tales como
glicerina y prd’pilenglicol; solventes polares apréticos tal como dimetil sulféxido
(OMS0). Como surfactantes se pueden mencionar, por ejemplo, surfactantes
anionicos tal como 4cido graso sédico, sulfato de monoalquilo y fosfato de
monoalquilo; surfactante catidnicos tal como la sal de trimetilamonio de alquilo;
surfactantes amfoliticos tal como 6xido de dialquildimetilamina y surfactante no
idnicos tal como policxietileno, alquil éter, éter monoglicérilo de alquilo y éster
de sorbitan de acido graso. Como enzimas, se pueden mencionar, por ejemplo,
colinesterasa y colesterol oxidasa. Aquellos expertos en al técnica pueden
ajustar la cantidad de fluidizador de membrana de acuerdo con la cOMPpOSIcion
de los constituyentes de membrana de liposoma, el fluidizador de membrana,
etc. y tomando en consideracién el grado de eficiencia de atrapamiento del
compuesto activo debido a la adicién del fluidizador de membrana, a
estabilidad de liposoma, etc.

El meétodo de manufactura de la composicién de liposoma de la
presente invencion puede incluir una etapa de ajustar el pH de la fase externa
de liposoma de la composicion de liposoma obtenida después de Ia etapa de
introducciéon mencionada en lo anterior.

Bl pH de la fase externa que es ajustado no es particularmente
limitado, pero de preferencia pueden ser 4 a 10, mas de preferencia 5 a 9 y aun
mas de preferencia neutro 6 a 8 desde el punto de vista de estabilidad quimica
del fosfolipido que compone liposoma.

Ademas, se puede incluir adicionalmente una etapa de secado de
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la composicién de liposoma obtenidas. Esto es, cuando sustituyen una
composicion de liposoma como una formulacién liquida, la composicion de
liposoma en una forma liquida obtenida de la etapa de introduccién mencionado
en lo anterior se puede utilizar sin modificacién, la composicion de liposoma
final, o la fase externa liposoma en la composicion de liposoma liquida obtenida
en la etapa de introducciéon mencionada anterior se puede ajustar (reemplazar,
etc.) para hacer una composiciéon de liposoma final. Cuando se hacen esto, el
ajuste de la fase externa de liposoma se puede llevar a cabo de manera similar
al ajuste de la fase externa de liposoma en un liquido preparatorio y liposoma.
En el caso de la composicidn de liposoma es una formulacién liquida, este se
puede utilizar sin modificacién adicional.

Ademas, en el caso donde la composiciéon de liposoma se va a
hacer en una preparacién liquida, la composicién de liposoma liquida obtenida
en la etapa de introduccion mencionada en lo anterior se puede secar para
hacer la composicion de liposoma sélida final. El secado por congelacién y
secado por rocio se puede mencionar como ejemplos de métodos para secar la
composicion de liposoma. En caso en donde la composicién de liposoma es
una preparacion solida, esto se puede disolver o suspender de un solvente
adecuado y utilizar como una formulacion liquida. El solvente para el uso se
puede ajustar apropiadamente de acuerdo con el propésito de uso, etc., para la
composicion de liposoma, y en el caso de usar la composicién de liposoma
como un producto de inyeccion, por ejemplo, el solvente es de preferencia agua
destilada esteril. En el caso de usar la composicién de liposoma como una
medicina, el médico o paciente puede inyectar el solvente de un frasquito en el
cual se atrapa de preparacion sélida, por ejemplo, para hacer la preparacion en
el tiempo de uso. En el caso donde la composicion de liposoma liguida es una
preparacion solida congelada como este se puede utilizar como una formulacion
liquida al almacenar un estado congelado, y regresar a un estado liquido al
dejar fundir la temperatura ambiente o al fundir rapidamente con calor en el
momento del uso.

(Composiciones Farmacéuticas, etc.)

La composicion de liposoma de la presente invencion se puede
utilizar como una medicina curativa en el campo médico. Especificamente, la
composicion de liposoma de la presente invencién se puede utilizar como una
composicion farmaceutica antitumoral.

En el caso donde la composicion de liposoma de la presente
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invencion se utiliza como una composicidn farmacéutica, la composicion de
liposoma se puede administrar mediante inyeccion (intravenosa, intraarterial, o
inyeccion local) oralmente, nasalmente, subcutaneamente, pulmonarmente o a
través de gotas para ojos, y en particular la inyeccion local a un grupo dirigido
de celulas u érganos u otra de tal inyeccién es preferible ademas de la
inyeccion intravenosa, inyeccion subcutanea, inyeccion intracutanea e inyeccién
intraarterial. La tableta, polvo, granulacion, jarabe, capsula, liquido y los
similares se pueden dar como ejemplos de la formulacién de la composicién de
liposoma en ej-caso de administracién oral. El producto de inyeccion, inyeccion
de goteo, gotas para ojos, unglento, supositorios, suspension, cataplasma,
locidén, aerosol, plaster y los similares se pueden dar como ejemplos de
formulaciones de la composicién de liposoma en el caso de administracion oral,
y un producto de inyeccidn y agente de infusion de goteo son particularmente
preferibles.

La dosificacion de la composicién farmacéutica difiere
notablemente dependiendo del tipo de enfermedad objetivo, el tipo de
compuesto activo, asi como la edad, sexo y peso del paciente, la severidad de
los sintomas, junto con otros factores, pero ordinariamente, !a dosis diaria de
eribulina o su sal farmacolégicamente permisible para adultos no es
particularmente restringida, aunque el mesilato de eribulina, que es una sa!
adecuada, es ordinariamente 0.1 a 10 mg. También, la administracion puede
ser dividida en mas de una dosis por dia. Una composicion de liposoma que
contiene, por ejemplo, 0.01-00 mg/mL eribulina o su sal permisible [error
tipografico] [sic. Farmacolégicamente] a la fase interna de liposoma se puede
administrar como la composicion de liposoma de la presente invencion.

(Equipo)

ISe acuerdo con la presente invencion, se proporciona un equipo
para preparar la composicién de liposoma. El equipo se puede utilizar para
preparar la composicion de liposoma como una medicina, que se puede utilizar
por un medico en la instalacién clinica o un paciente.

El equipo incluye un reactivo de liposoma. El reactivo de liposoma
puede ser ya sea una forma sélida o liquida. Si el reactivo de liposoma esta en
una forma liquida, el liquido de dispersion de liposoma mencionado en lo
anterior se puede utilizar como el reactivo de liposoma. También, si el reactivo
de liposoma esta en una forma sélida, el reactivo de liposoma se puede disolver

0 suspender en un solvente apropiado para obtener el liquido de dispersion de
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liposoma, y el liquido de dispersién de liposoma mencionado en lo anterior se
puede secar para obtener el reactivo de liposoma. El secado se puede llevar a
cabo similarmente al secado mencionado en lo anterior de la composicion de
liposoma. Cuando se utiliza el equipo, si el reactivo de liposoma esta en una
forma solida, el reactivo de liposoma se puede disolver o suspender en un
solvente apropiado para hacer el liquido de dispersion de liposoma. Cuando se
hace de esta Fnanera, el solvente es similar a la fase externa de liposoma en el
liquido de dispersion de liposoma mencionado en lo anterior.

El equipo de la presente invencion ademas contiene eribulina o su
sal farmacoldgicamente permisible (mesilato de eribulina es una sal adecuada).
La eribulina o su sal farmacolégicamente permisible puede estar ya sea en una
forma sélida o liquida (un estado de disuelto o suspendido en un solvente).
Cuando se utiliza el equipo, si la eribulina o los similares estan en una forma
sélida, es preferible que sea disuelta o suspendida en un solvente apropiado
para ser una forma liquida. El solvente puede ser apropiadamente ajustado de
acuerdo con las propiedades fisicas y los similares de la eribulina o los
similares, y se pueden hacer similar a la fase externa de liposoma en el liquido
de dispersion mencionado en lo anterior, por ejemplo. El equipo de la presente
Invencion puede incluir un compuesto activo diferente de eribulina o su sal
farmacologicamente permisible.

En el equipo, el reactivo de liposoma y el compuesto activo se
pueden empaquetar separadamente, o pueden estar en formas sélidas y
mezclar conjuntamente.

En el caso en donde el reactivo de liposoma esta en una forma
solida, sustituyendo los casos de disolucién o suspension para formar un liquido
de dispersion de liposoma, en lo anterior, el equipo se puede utilizar al levar a
cabo una etapa similar aquellas de mezclado de liquido de dispersion de
liposoma y el compuesto activo y de introducir el compuesto activo en Ia fase
interna de liposoma del liquido de dispersién de liposoma en el método de
manufactura de la composicion de liposoma mencionado en lo anterior. De esta
manera es posible manufacturar una composicion de liposoma en la cual un
compuesto activo se introduce en la fase interna del reactivo de iiposoma.

En el caso en donde el reactivo de liposoma y el compuesto activo
estan ambos en forma sélida si se empaquetan conjuntamente, la mezcla de
reactivo en liposoma y el compuesto activo se disuelve o suspende

apropiadamente en un solvente. Cuando se hace de esta manera, el solvente
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es similar a la fase externa de liposoma en el liquido de dispersion de liposoma
mencionado en lo anterior. De esta manera es posible formar un estado en el
cual el liquido de dispersion de liposoma y el compuesto activo se mezclas,
después de que se hace el uso posible al llevar a cabo otras etapas de
introduccion del compuesto activo en la fase interna de liposoma de liquido de
dispersion de liposoma en el método de manufactura en la composicién de
liposoma mencionado en lo anterior.
Modalidades

La presente invencion se describe especificamente al dar las
modalidades y ejemplos comparativos, pero no se limita a las modalidades
enseguida,

(Modalidad 1)

<Preparacién de una solucién acuosa para la fase interna de
liposoma>

396.4 mg de sulfato de amonio y 189.1 mg de monohidrato de
acido citrico se disolvieron en agua pura, y esto se diluyd a 15 mL para preparar
sulfato de amonio 200 mM/4cido citrico acuoso 60 mM. Después de ajustar 2.5
mL del sulfato de amonio 200 mM/acido citrico acuoso 60 mM con amoniaco
acuoso a un pH de 5.5, la solucion acuosa para la fase interna de liposoma se
diluyé a 5 mL con agua pura.

<’Preparacién del liquido preparatorio de liposoma>

Después de disolver 3179 mg de fofatidilcolina de soja
hidrogenada (manufacturada por Lipoid), 116.0 mg de colesterol
(manufacturado por Sigma) y 1304 mg de polietilenglicol 2000-
fosfatidiletanolamina (manufacturada por Genzyme, MPEG 2000-distearoil
fosfatidiletanolamina) en 10 mililitros de cloroformo, esto se suministrd
precisamente en tres frasquitos, después de lo cual el cloroformo de un
frasquito se removié bajo presion reducida en un evaporador rotatorio para
crear una pelicula de lipido. 5 mL de la solucién acuosa para la fase interna de
liposoma se calenté a aproximadamente a 60°C y se adiciond a la pelicula de
lipido obtenida, y esto se agité para preparar un liquido preparatorio de
liposoma. Después de tratar el liquido preparatorio de liposoma con ondas
ultrasénicas durante 20 minutos, este se granuld con un extrusor
(manufacturado por Lipex Biomembranes) calentado a aproximadamente 65° C
para obtener el liquido preparatorio de liposoma. El tamario de particula de los

liposomas en el liquido preparatorio de liposoma obtenido se midié utilizando un
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método de dispersic‘m de luz dinamica y todos fueron 90 a 100 nm.
<Preparacion del liquide de dispersion de liposoma>

Utilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyé con cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de
histidina 10 mM (pH = 7.6), sustituyendo la fase externa de liposoma con
cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM. Después de
sustituir la fase externa de liposoma, este se centrifugo durante 30 minutos a
400,00 x g. Después de la centrifugacion, esto se redispersé y con cloruro de
sodio al 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM se utilizd para preparar
volumen de 5 mL, que contiene liquido de dispersién de liposoma.

<Preparacién de la solucion de compuesto activo>

El mesilato de eribulina se disolvio6 en cloruro de sodio al
0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM para obtener 1 mg/mL de mesilato de
eribulina.

<Preparacién de la composicién de liposoma>

0.5 mL de liquido de dispersion de liposoma y 0.5 mL de la
solucion de mesilato de eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio al 10-
mL, y este se .incubé durante 3 minutos en 50° C de agua para obtener una
composicién ‘de liposoma con mesilato de eribulina introducida en los
liposomas.

<Medicion de la Relacion de Atrapamiento>

La relacion de atrapamiento se determindé como es descrito
enseguida.

La composicién de liposoma que atrapa un compuesto activo se
ultracentrifugd durante 30 minutos a 400,000 x g. La concentraciéon de
compuesto activo en el filtrado se midié con HPLC, cuantificando la cantidad de
compuestos activos no atrapados en los liposomas. La relacion de atrapamiento
se calcul6 utilizando la férmula enseguida.

(Férmuia 1)

Cantidad de compuesto activo en ia cantidad total
(mg)-cantidad de compuesto activo en el filtrado
después de la ultracentrifugacién (mg)
Relacion de X100
atrapamiento (%)=

Cantidad de compuesto
activo en la cantidad total

(mg)

a refacién de atrapamiento de mesilato de eribulina fue 90.9%.

A2
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(Modalidad 2)

<Preparacion de la solucion acuosa para la fase interna de
liposoma>

Similarmente a la Modalidad 1, 264.3 mg de sulfato de amonio y
126.1 mg de monohidrato de acido citrico se disclvieron en agua pura, y un
matraz graduado se utilizd para diluir esto a 10 mL para preparar sulfato de
amonio 200 mM/4cido citrico acuoso 80 mM. De esto, se tomé 1 mL y se ajustd
a un pH de 5.5 con agua amoniatada, después de cual se diluyd con agua pura
a 2 mL para preparar la solucion acuosa para la fase interna de liposoma.

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

80 mg cada uno de la mezcla de lipido (fosfatidilcolina de soja
hidrogenada ; colesterol : polietilenglicol 2000-
fosfatidiletanolamina=58,6:19:2:22.2 (en peso) se pesd, 2 mL de la solucién
acuosa para la fase interna de liposoma se calenté a aproximadamente 80° C y
se adicioné a la misma, y esto se agitd para preparar el liquido preparatorio de
liposoma. Esié liquido preparatorio de liposoma se granuld utilizando un
extrusor (manufacturado por Lipex Biomembranes) calentado aproximadamente
a 80° C para obtener el liquido preparatorio de liposoma.

<Preparacion del liquido de dispersion de liposoma>

El liquido preparatorio de liposoma obtenido se diluyé a 10 mL con
el cloruro de sodio al 0.9%/soluciéon acuosa de histidina 10 mM (pH = 7.6), vy
esto se centrifugd durante 30 minutos a 400,000 x g. Después de la
centrifugacion, se deseché todo el filtrado. El precipitado se dispersé con el
cloruro de sodio 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM, y un matraz
graduado se utilizé para preparar 1 mL del liquido, obteniendo el liquido de
dispersion de liposoma.

<Preparacion de la solucién de farmaco>

Mesilato de eribulina (mesilato de eribulina) se disolvio en el
cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 5
mg/mL de solucién de mesilato de eribulina.

<Preparacion de la composicién de liposoma>

0.96 mL del liquido de dispersion de liposoma y 0.24 mL de la
solucion de mesilato de eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio de 10
mL, y este se’ incubd durante 3 minutos en 60° C de agua para obtener una
composicion de liposoma con mesilato de eribulina introducido en los
liposomas.
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<Estabilidad en el plasma sanguineo de rata>

0.2 mL del mesilato de eribulina preparado atrapado en el
liposoma y 1.8 mL de plasma sanguineo de ratas se mezclaron, y esto se agitd
a 37° C utilizando una incubadora de fase liquida. Inmediatamente después de
la preparacion, el muestreo se realizd en 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas
y 72 horas después de que se comenzd la agitacion, y la cantidad residual de
mesilato de eribulina en los liposomas se midié con HPLC.

Los resultados de medicién se muestran en la Fig. 1. Como se
puede observar en la Fig. 1, se indico que el mesilato de eribulina se retuvo
establemente en el plasma sanguineo atn durante el lapso de tiempo largo de
120 horas, y fue posible la liberacion gradual.

(Modalidad 3)

<Preparacion de la solucion acuosa para la fase interna de
liposoma> ’

264.3 mg de sulfato de amonio y 126.1 mg de monohidrato de
acido citrico se disolvieron en agua pura para obtener aproximadamente 15 mL.
Después de ajustar el pH a 7.0 con hidréxido de sodio acuoso, esto se diluyé
con agua pura a 20 mL para preparar la solucion acuosa para la fase interna de
liposoma (sulfato de amonio a 100 mM/4cido citrico 30 mM).

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

378 mg de una mezcla de lipido (fosfatidilcolina de soja
hidrogenada ; colesterol ) polietilenglicol 2000-
fosfatidiletanolamina=58,6:19:2:22.2 (en peso) se pesd, 10 mL de la solucién
acuosa mencionado en lo anterior o para la fase interna de liposoma se calenté
a aproximadamente 80° C y se adicion6 a la misma, y esto se agitd para
preparar el liquido preparatoric de liposoma. Este liquido preparatorio de
liposoma se granuld utiizando un extrusor (manufacturado por Lipex
Biomembranes) proporcionado con un filtro de membrana de policarbonato de
50-nm y calentado aproximadamente a 80° C para obtener el liquido

preparatorio de liposoma con un tamafio de particula de aproximadamente 80

nm. ’

<Preparacion del liquido de dispersién de liposoma>

Utilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyd con cloruro de sodio al 0.9%/solucidn acuosa de
histidina 10 mM (pH = 7.6), sustituyendo la fase externa de liposoma con el
cloruro de sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina 10 mM. Después de
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sustituir la fase externa liposoma, este se centrifugo durante 30 minutos a
400,00 x g. Después de la centrifugacion, esto se redispers6 con 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina de 10 mM (pH = 7.6), y 10 mL de Ia
solucion se diluyd a 10n mL para obtener el liquido de dispersion de liposoma.

<Preparacion de la solucién de farmaco >

Mesilato de eribulina se disolvi6 con los 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa 10 mM de histidina 10 mM (pH = 7.6) y se obtuvo 5
mg/mL de solucién de mesilato de eribulina.

<Preparacién de la composicién de liposoma>

9.6 mL de liquido de dispersién de liposoma y 1.2 mL de la
solucién de m'ie-silato de eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio al 10-
mL, e hidroxido de sodio se utilizd para ajustar el pH 9.5. Esto se incubd
durante 3 minutos en 60° C en agua para obtener una composicion de liposoma
con mesilato de eribulina introducida en los liposomas. Después del
enfriamiento, el cloruro se utilizd para ajustar el pH a 7.5. De manera similar a la
modalidad 1, de relacion de atrapamiento se midié y se encontré que es 99%.

(Modalidad 4)

<Preparacion de la soluciéon acuosa para la fase interna de
liposoma>

Similarmente a la Modalidad 1, se preparé sulfato de amonio 100
mM/acido citrico 30 mM (pH = 5.5).

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol y polietilenglicol
2000-fosfotidiletanolamina se pesaron de acuerdo con las cantidades
mostradas en la Tabla 1 enseguida. Después de disolver cada uno en 3 mL de
cloroformo, el cloroformo se removi6 bajo presién reducida en un evaporador
rotatorio para crear una pelicula de lipido. 10 mL de la solucidn acuosa
preparada pagd la fase interna de liposoma se calenté a aproximadamente 80°
C y se adicion¢ a la pelicula de lipido obtenida, y esto se agité para preparar un
liquido preparatorio de liposoma. Esto se granuld utilizando un extrusor
(manufacturado por Lipex Biomembranes)se calentaron a aproximadamente a
80° C para obtener el liquido preparatorio de liposoma granulado. El tamafio de
particula de los ribosomas en el liquido preparatorio de liposoma obtenido se
midi6 utilizando un método de dispersion de luz dinamica, y Rp. 1 fue 77 nm,
Rp. 295 nm, Rp. 379 nmy Rp. 4 128 nm.

a0
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(Tabla 1}
Rp. Fosfatidilcolina de soja Colesterol Polietilenglicol
hidrogenada 2000-
fosfatidiletanolamina
1 234 mg 76 mg 15 mg
2 234 mg 76 mg 15 mg
3 222 mg 73 mg 87 mg
4 . 222mg 73 mg 87 mg

<Preparacidn de la composicién de liposoma>

Similarmente a la Modalidad 1, se obtuvo el liquido de dispersién
de liposoma. También, mesilato de eribulina se disolvidé en cloruro de sodio al
0.9%/solucion acuosa de histidina de 10 mM y se obtuvo 5 mg/mL de mesilato
de eribulina.

4.8 mL de cada uno de los liquidos de dispersién de liposoma y
0.6 mL de la solucién de mesilato de eribulina se mezclaron en recipientes de
vidrio de 10 mL, que se incubaron durante 3 minutos en 60° C en agua para
obtener composiciones de liposoma con mesilato de eribulina introducido en los
liposomas. 24.6 mL del cloruro de sodio a 0.9%/solucion acuosa de histidina 10
mM se adicion6 a cada una de las composiciones de liposoma, y un filtro de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0-22-um se utilizé para filtraciones de
esterilizacion, obteniendo una muestra de administracion (concentracién de
mesilato de eribulina: 0.1 mg/mL). Similarmente la Modalidad 1, la relacién de
atrapamiento se midié y se confirmé que es por lo menos 90% en cada una de
las prescripciones.

R._atones desnudos hembras (UN/UN, Charles River Laboratories
Japén, Inc.) e inocularon subcutdneamente con células LOX de melanoma
humano, y 11 o 12 dias después, las muestras se administraron en las venas
caudales para ser 10 mlL/kg (1-0 mg/kg para mesilato de eribulina). Una
muestra de sangre se tomod y una extraccion de tejido de tumor se llevé a cabo
con una pulsion cardiaca en periodos fijos después de la administracion (15
minutos, 30 minutos, 2, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 horas) (n = 3). La sangre se
muestreo en un tuvo de prueba que contiene heparina, y dentro de 30 minutos
del muestreo, la sangre se separd al centrifugar en 1,500 x g durante 10
minutos & 4° C para obtener el plasma sanguineo. Todo el tejido de tumor se
extrajo, se lavé con PBS, y se limpié con papel absorbente de agua, y luego el
peso del tejido se peso inmediatamente y se registré. El tejido se colocd en un
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tubo de prueba y se enfrié en agua helada, y luego se almacenaron a -80° C
hasta que se llevd a cabo el analisis.

El mesilato de eribulina en el plasma sanguineo y en el tejido de
tumor se midié utilizando el LC/MS/MS.

Los parametros PK se calcularon utilizando el software de analisis
de modelo no’de compartimiento (WinNonlin version 5.0.1). Los resultados de
los parametros PK de plasma sanguineo y los parametros PKJ de tejido de

tumor de mesilato de eribulina se muestra respectivamente en la Tabla 2 y la
Tabla 3.

(Tabla 2)

Rp. 1-4 y parametros PK de plasma sanguineo de mesilato de eribulina en
ratones portadores de cancer LOX

Prescripcion | AUCq.4
(ng.hr/mL})

AUCO.OO CL Vss Tuz MRT Rela-
inghrmL) | (mLhrkg) | (mUkg) | (he) (hr) cion
1

Rp. 1 253049 | 258274 | 3.87 43.99 8.7 11.4 | 7071

Rp. 2 176148 | 177893 | 562 56.40 6.8 10.0 | 487.0

Rp. 3 228151 | 233067 | 4.29 48.93 8.4 114 | 638.1

Rp. 4 221494 | 230541 4.34 55.88 9.4 129 | 631.2

Mesilato de | 363.02 | 365.247 { 24.20 8032 3.7 3.3 1.0
eribulina

Relacién 1 = AUCliposoma de prasmafAUCmesilato de eribulina de plasma
(Tabla 3)

Rp. 1-4 y parametros PK de plasma sanguineo de mesilato de eribulina en
ratones portadgres de cancer LOX

Presctip | Cimag | T[max] | AUCo 1 AUCo00 |tz |MRT|TPI [Rela
cigon (hr) (hr) (ng.hr/ml) | (ng. (hr) | (hr) | (mL/g) | cion
hr/mL)

Rp.1 [692.1 4.0 24960.7 1345818 |228(38.8 |0.13 |55
Rp.2 [1002.9 |80 16759.6 1223011 (2221345 |0.13 |35
Rp.3 (3965.7 [12.0 41643.7 462973 |16.1[23.310.20 |7.4
Rp.4 11328 [12.0 28377.4 | 450056 |23.7|44.3 020 |7.2
Mesilato | 323.425{0.25 4649.521 |6294.283 | 17.8(27.7 {17.23 | 1.0
de

eribulina

Relacion 2 = AUCiiposoma de tumor/AUCmesitato de eribulina de tumor

A partir de la Tabla 2 y la Tabla 3, se puede observar que la AUC
del plasma sanguineo del tejido de tumor se incrementa en comparacion al
mesilato de eribulina libre en todas las cuatro composiciones de liposoma Rp. 1

a 4 y por lo tanto, la cantidad de migracion del tumor y retencién de mesilato de
eribulina son mejorados.

(Modalidad 5)

4
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<Preparacion de la solucidn acuosa para la fase interna de
liposoma>

Sfmilarmente a la Modalidad 1, se preparé sulfato de amonio 100
mM/acido citrico acuoso 30 mM (pH = 5.5).

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

221.8 mg de fosfatidilcolina del soja hidrogena, 72.5 mg de

colesterol y 86.9 mg de polietilenglicol 2000-fosfatidiletalamina se pesaron.
Después de disolverlos en 3 mL de cloroformo, el cloroformo se removié bajo
presion reducida en un evaporador rotatorio y se cre6 una pelicula de lipido. 10
mL de la solucion acuosa creada para la fase interna de liposoma se calentaron
a aproximadamente de 80° C y se adicionaron en la pelicula de lipido de
obtenida, y esto se agitd para preparar un liquido preparatorio en liposoma.
Esto se granulé utilizando un extrusor (manufacturado por Lipex
Biomembranas) calentado a aproximadamente a 80° C, y se obtuvo un liquido
preparatorio de liposoma granulado. Cuando los tamafios de particula de los
liposomas en el liquido preparatorio de liposoma obtenido se midieron utilizando
el método de dispersion de luz dinamica y ellos fueron aproximadamente 90
nm,

<Preparacion del liquido de dispersion de liposoma>

Ytilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatoric de
liposoma obtenido se eluyd con cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de
histidina 10 nM (pH = 7.6), sustituyendo la fase externa del liposoma con el
cloruro de sodio a 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM. Después de
sustituir la fase externa de liposoma, esta se centrifugo durante 30 minutos en
400,000 x g. Después de la centrifugacion, esta se redispersé y cloruro de sodio
a 0.9%/solucién acuosa de histidina a 10 mM, se utilizé para preparar 10 mL de
liquido, creando un liquido de dispersién de liposoma.

<Preparacion de la solucién de farmaco>

Mesilato de eribulina se disolvio en el cloruro de sodio al
0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 1 mg/mL de solucion de
mesilato de eribulina. También, como muestras de administracion de cuerpos
libres, la solucion de mesilato de eribulina se diluyé con el cloruro de sodio al
0.9%/solucion acuosa de histidina a 10 mM y un filiro de PVDF de 0.22-um se
utilizé para la filtracion y esterilizaciéon para obtener muestras de administracién
(concentraciones de mesilato de eribulina: 0.3 mg/mL y 0.4 mg/mL).

<Preparacion de la compaosicién de liposoma>

.
'4
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'
1.8 mL de liquido de dispersion de liposoma y 1.2 mL de la

solucion de mesilato de eribulina cada uno se mezclaron en un recipiente de
vidrio de 10 mL, que se incubé durante 3 minutos en 60° C en agua para
obtener una composicion de liposoma con mesilato de eribulina introducido en
los liposomas. La composicion de liposoma obtenida se diluyé con el cloruro de
sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina de 10 mM (y un filtro de PVDF 0.22-
um se utilizé para la filtracién y esterilizacion para obtener una muestra de
administracion (concentraciones de mesilato de eribulina: 0.2 mg/mL)
similarmente a la modalidad 1, la relacion de atrapamiento se midid y se
confirmo que es por lo menos 90%.

FaDu (obtenido de la Coleccion Americana de Cultivos Tipos) que
es una linea de carcinoma de célula escamosa faringea humana, se cultivd y se
dejo crecer en un cultivo MEM que contiene suero fetal bovino al 10%. Las
células se separaron del matraz utilizando una soclucion de Tripsina 0.05%-
SDTA y se recolectd. Después del lavado con PBS, la célula se suspendio en
PBS para 5 x 10’ células/mL se mantuvieron en hielo. 0.1 mL de liquido de
suspension de, celulas se inyectaron subcutaneamente en la porcidon ventral
derecha de Igs ratones desnudos de 6 semanas de edad (Charles River
Laboratories Japén, Inc.). Cada ratén se observd diariamente y notas se
hicieron apropiadamente en casos donde se encontraron condiciones
anormales. Calibradores se utilizaron para medir el tamario de! tumor a través
del tiempo, y el tamafio del tumor se calculé basado en la formula de calculo:
eje mayor x (cuadrado de eje menor mg/mL + 2). En el punto con el tamafio del
tumor fue 100 a 200 mm® los ratones se separaron en grupos tal que los
valores promedio de los tamafios de tumor y los pesos corporales de ratén
fueron uniformes entre los grupos de prueba (cinco ratones por grupo de
prueba), y el farmaco se administrd en la vena caudal (0.2 mL/20 g; 3 veces de
intervalos de 7 dias).

Los cambios resultantes en el volumen de tumor promedio
despues de la administracién de muestra se muestra en la Fig. 2.

Como se muestra en la Fig. 2, un efecto de reduccién de tumor no
se obtuvo aun en 4 mg/kg, que es la dosis tolerada maxima para cuerpos libres,
debido a que FaDu es una linea celular con una baja sensibilidad a mesilato de
eribulina. Mientras tanto, en el caso del compuesto de liposoma, un efecto de
reduccion de ﬁ;mor claro se encontré aun con la administracion de 2 mg/kg, que

esta abajo de la dosis de tolerancia maxima, indicando que un efecto
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farmacoldgico extremadamente alto se puede obtener aun para tipos de
canceres contra los cuales no se ha tenido éxito con mesilato de eribulina.

(Modalidad 6)

<Preparacion de la solucion acucsa para la fase interna de
liposoma>

Similarmente a la modalidad 1, se prepar6 sulfato de amonio 100
mM/acido citrico acuoso 30 mM (pH = 5.5).

<Preparacién de la solucion de farmaco>

Similarmente a la modalidad 5, se obtuvieron muestras de
administracion (concentracién de mesilato eribulina: 0.2 mg/mL, 0.3 mg/mL y
0.4 mg/mL) de cuerpos libres.

<Preparacién de la composicién de liposoma>

Excepto para el uso de la solucién acuosa de solucion de fase
interna de liposoma [sic: solucién acuosa para la fase interna de liposema)
preparada como es descrito en lo anterior, la composicién de liposoma
(concentracién de mesilato de eribulina: 0.3 mg/mL) se obtuvo similarmente a la
modalidad 5. Similarmente a la modalidad 1, la relacién de atrapamiento se
midid y se encontro gue es por lo menos 90%.

ACHN (obtenido de la coleccion Americana de Cultivos Tipo) que
es una linea de células de cancer renal humano, se cultivd y se dejo crecer en
un cultivo MRM que contiene suero fetal bovino al 10%. Las células se
separaron del matraz utilizando la solucion de Tripsina al 0-05%-EDTA, se
recolectaron. Después del lavado con PBS, la célula se suspendieron en PBS
para ser 5 x 107 células mL y luego se mantuvieron en hielo. 0-1 mL de liquido o
suspension de células se inyectaron subcutdneamente en la porcién ventral
derecha de los ratones desnudos de 6 semanas de (Charles Rivier Laboratories
Japén, Inc.). Cada raton se observd diariamente, y notas se hicieron
apropiadamente en casos en donde se encontraron condiciones anormales.
Calibradores se utilizaron para medir el tamafo del tumor durante el tiempo, y el
tamario de tumor se célculo basado en la formula de calculo: eje mayor x (eje
menor cuadrado + 2). En el punto con el tamafio del tumor fue 150 a 200 mm*
los ratones se,$epararon en grupos tal que los valores promedio de los tamarios
de tumor y los pesos corporales de raton fueron uniformes entre los grupos de
prueba (cinco ratones por grupo de prueba) y el farmaco se administré en la
vena caudal (0.2 mL/20 g; 3 veces en intervalos de 7 dias).

Los resultados del cambio en el volumen de tumor promedio
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después de la administracion de muestra se muestran en la Fig. 3.

Como se muestra en la Fig. 3, debido a que SCHN es una linea de
células que es resistente a mesilato de eribulina, no se encontré diferencia
significante entre cuaiquiera de la administracién 2 mg/kg, administracion 3
mg/kg y grupos de administracion de cuerpos libres de 4 mg/kg (dos de
tolerancia maxima) y el grupo no tratado 45 dias después de inicio de la
administracion de la muestra. Mientras tanto, en el grupo de administracién de
composicion de liposoma de 3 mg/kg, se encontré un efecto de superacién de
crecimiento de tumor, y un valor de volumen de tumor menor significante se
indico para el grupo no tratado y los grupos de administracidon de cuerpos libres
45 dias despues del inicio de administracion de muestra. Como es asi indicado,
es posible retardar el crecimiento de un tumor al preparar una formulacién
liposomal para un tumor para el cual un efecto terapéutico nunca se ha obtenido
antes con un mesilato de eribulina.

(Modalidad 7)

<Preparacion de la soluciéon acuosa para la fase interna de
liposoma>

Los 12 tipos de soluciones acuosas para la fase interna mostradas
enseguida en la Tabla 4 se crearon.

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

120 mg de una mezcla de lipido (fosfatidiicolina de soja
hidrogenada : colesterol : polietilenglicol 2000-
fosfatidiletanolamina=58.6:19.2:22.2 (en peso) se pesaron en tubos de prueba y
3 mL de cada nuestra de la solucidon acuosa para la fase interna se calenté a
80° C.

El liquido preparatorio de liposoma se granulé utilizando una
extrusor calentado a aproximadamente a 80° C, y se obtuvo el liquido
preparatorio de liposoma.

<Preparacion de la solucién de dispersion de liposoma>

Utilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyd con cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de
histidina de 10 mM, sustituyendo a la fase externa liposomal con el cloruro de
sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina 10 mM.

Después de sustituir la fase externa de liposoma, este se
centrifugd durante 1 hora en 400,000 x y el filtrado se removié completamente.

El secado se resuspendié con 96 mg/mL de sacarosa/solucion acuosa de
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histidina a 10 mM (pH = 7-5) para ser aproximadamente 2 mL.

El tamafio de particula del liquido de dispersién de liposoma
obtenido se midi¢ utilizando un método de dispersién de luz dinamica, y todos
fueron aproximadamente 80 nm.

<Preparacion de ia solucidn de farmaco>

Mesilato de eribulina se disolvib en 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 5 mg/mL de solucién
de mesilato de eribulina.

<Preparacion de la composicion de liposoma>

El liquido de dispersién de liposoma y la solucién de mesilato de
eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio de 10 10-mL tal que el
mesilato de eribulina fue 0.2 mg/mL y la concentracion de lipido total fue de 16
pumol/mL. Esto se calentd a 25 minutos a 60° C para obtener una composicién
de liposoma con mesilato de eribulina introducida en los liposomas.

<Medicion de la relacion de atrapamiento>

La relacion de atrapamiento se midié similarmente a la modalidad
1, y los resultados se muestran en la Tabla 4. Como se puede observar en la
Tabla 4, sin considerar que sal de amonio se utilizd en la fase interna, se mejoro
claramente la relacion de atrapamiento de mesilato de eribulina. En particular, la
mejora en la relacion de atrapamiento fue marcada cuando se utiliza suifato de
amonio, citrato de amonio, fosfato de amonio y tartrato de amonio.

(Tabla 4)
No. | Composicién | pH Presion Relacion de
Osmotica atrapamiento
(%9
1 50 mM de 69.4
sulfato de
amoniQ
2 [50 MmM de 7.2
sulfato de
sodio
3 |50 mM de 36.8
acetato de
amonio
4 |50 mM de 10.2
acetato de
amonio
5 150 mM de 45.8
fosfato de
amonio
6 {50 mM de 14.6
fosfato de
sodio
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7 50 mM de| 75 300 mOsm (ajustado 65.8
citrato de | (ajustado con | con sacarosa)
amonio acido

8 150 mM de | clorhidrico 8.7
citrato de | hidroxido de
s0dio sodio)

9 |50 mM de 14.7
succinato de
amonio

10 {50 mM de 10.0
succinato de
sodio

11 {60 mM de 74.7
tartrato de
amonio

12 |50 mM de 11.6
tartrato de
sodio

(Modalidad 8}

<Preparacién de la solucidn acuosa para la fase interna de
liposoma>

Similarmente a la modalidad 7, ia solucién acuosa para la fase
interna de liposoma se prepard de sulfato de amonio 100 mM/acido citrico
acuoso 30n mM (pH = 7.5).

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>

Similarmente a la modalidad 7, |a solucion acuosa mencionada en
lo anterior para la fase interna de liposoma se utilizé para preparar un liquido
preparatorio de liposoma.

<Preparacion del liquido de dispersidn de liposoma>

Ytilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyd con cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de
histidina 10 mM, sustituyendo la fase externa de liposoma con el cloruro de
sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina 10 mM.

Después de sustituir la fase externa de liposoma, esto se
centrifugo durante 1 hora en 400,000 x g, completamente removiendo el filtrado.
El precipitado se resuspendié con 96 mg/mL de solucién acuosa de histidina a
10 mM (pH = 7.5), la fase externa en el liposoma se sustituy con 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina 10 mM (pH = 7.5) y se obtuvo un liguido
de dispersion de liposoma. El tamaiio de particula de liquido de dispersion de
liposoma obtenido se midid utilizando un método de dispersion de luz dinamica,
y esto fue aproximadamente 80 nm.

El liquido de dispersién de liposoma se suministré en 7 frasquitos,



45

y sulfato de amonio (ajustado pH de 7.5 utilizando el oxido de sodio acuoso) de
una cantidad conocida se adiciond a la fase externa de liposoma tal que los
frasquitos tuvieron las concentraciones en la Tabla 5 y un liquido de dispersién
de liposoma 56 obtuvo en el cual el sulfato de amonio en la fase de externa de
liposoma fue de una concentracién conocida.

<Preparacion de la solucion de farmaco>

Mesilato de eribulina se disolvid en 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 5 mg/mL de solucion
de mesilato de eribulina.

<Preparacion de la composicion de liposoma>

El liguido de dispersién de liposoma y la soluciéon de mesilato de
eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio de 10-mL tal que el mesilato
de eribulina fue 0.2 mg/mL y una concentracién de lipido total fue 16 mM. Esto
se calento en 5 minutos a 60° C para obtener una composicidon de liposoma con
mesilato de eribulina introducido en los liposomas.

<Medicion de la relacién de atrapamiento>

La relacion de atrapamiento se midié similarmente a la Modalidad
1, y los resultados se muestran en la Tabla 5. Esto muestra que si ain 0.4 mM
de sulfato de amonio esta presente en la fase externa de liposoma, la relacién
de atrapamiento cae notablemente, y no hay casi atrapamiento si 10 mM de

sulfato de amonio esta presente.

(Tabla 5)
No. Fase acuosa Concentracién de Relacién de
interna suifato de amonio | atrapamiento (%)
en la fase externa
(mM)
1 0 904
2 Sulfato de amonio 0.016 90.8
3 100 mM acido 0.08 91.3
4 citrico 30 mM pH 0.4 75.9
5 075 2 36.8
6 10 16.1
7 50 8.6
(Modalidad 9)
<Preparacion de la solucidén acuosa para fase interna de
liposoma>

Similarmente el Ejemplo 7, la solucién acuosa para la fase interna
de liposoma se prepard de sulfato de amonio 100 mM/4cido citrico acuoso 30
mM (pH = 7.5).

<Preparacion del liquido preparatorio de liposoma>
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Si.milarmente al Ejemplo 7, la solucién acuosa mencionada en lo
anterior para’la fase interna de liposoma se utilizd para preparar el liquido
preparatorio de liposoma.

<Preparacién de la solucion de dispersion de liposoma>

Utilizande columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyé con cloruro de sodio al 0.9%/solucién acuosa de
histidina 10 mM, sustituyendo la fase externa de liposoma con el cloruro de
sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina 10 mM.

Después de sustituir la fase externa de liposoma, esto se
centrifugo durante 1 hora en 400,000 x g y el fitrado se removio
completamente. El precipitado se resuspendié con 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina de 10 mM (pH = 7.5), la fase externa de
liposoma se sustituyé con 96 mg/mL de sacarosa/solucion acuosa de histidina
10 mM (pH = 7.5) y se obtuvo el liquido de dispersion de liposoma. El tamario
de particula de liquido de dispersion de liposoma obtenido se midié utilizando
un método de dispersion de luz dinamica, y este fue aproximadamente 80 nm.

<Preparacion de la solucion de farmaco>

Mesilato de eribulina se disolvic en 96 mg/mL de
sacarosa/solugion acuosa de histidina 10 mM y se obtuve 5 mg/mL de solucién
de mesilato de eribulina.

<Preparacion de la composicion de liposoma>

El liquido de dispersién de liposoma vy la solucion de mesilato de
eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio de 10-mL tal que el mesilato
de eribulina fue 0.2 mg/mL y la concentracion de lipido total fue 16 mM. Como
se muestra en la Tabla 6, cada pH de la fase externa de liposoma se ajustd
utilizando una solucidén acuosa de hidréxido de sodio 1 M. Esto se calenté
durante 25 minutos a 60° C para obtener una composicién de liposoma con
necesidad de eribulina introducido en los liposomas. Enseguida, &cido
clorhidrico se utilizb para ajustar el pH de la fase externa 7.5.

<Medicidn de la relacion de atrapamiento>

La relacion de atrapamiento se midié similarmente a la Modalidad
1, ¥ los resultados se muestran en la Tabia 6. Junto con la elevacion en el pH
de la fase externa de liposoma, la relacién de atrapamiento de eribulina se
elevd sustancialmente, alcanzar una relacién de atrapamiento de casi 100%.
(Tabla 6)

| No. . | Faseacuosa | pHdefase | Relacionde
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interna externa atrapamiento (%)
1 Sulfato de amonio 7.5 72.9
2 100 mM acido 8.0 79.8
3 citrico 30 mM pH 8.5 86.4
4 =7.5 9.0 92.8
5 9.5 98.5
6 10.0 100.0
7 10.5 99.3

(Modalidad 10)

<Preparacion de la solucion acuosa para la fase interna de
liposoma>

Similarmente al ejemplo 7, la solucién acuosa para la fase interna
de liposoma se prepard de sulfato de amonio 100 mM/4cido citrico acuoso 30
mM (pH = 7.5).

<Preparacion del liquido preparativo de liposoma>

Similarmente al Ejemplo 7, la solucién acuosa mencionada en lo
anterior para la fase interna de liposoma se utilizé para preparar el liquido
preparatorio de liposoma.

<'F.’reparacic’>n de la solucién de dispersion de liposoma>

Utilizando columnas Sephadex G-50, el liquido preparatorio de
liposoma obtenido se eluyd con cloruro de sodio al 0.9%/solucién acuosa de
histidina 10 mM, sustituyendo al fase externa de liposoma con el cloruro de
sodio al 0.9%/solucién acuosa de histidina 10 mM.

Ei liquido de dispersion de liposoma se suministré en cuatro
frasquitos, que se centrifugaron durante 1 hora a 400,000 x g y el fitrado se
removié completamente. El precipitado de dos de los frasquitos se resuspendid
con 96 mg/mL de sacarosa/solucion acuosa de histidina de 10 mM (pPH=7.5), y
la fase externa de liposoma se sustituyd con 96 mg/mL de sacarosa/solucion
acuosa de histidina 10 mM (pH = 7.5). El precipitado de los dos frasquitos
restantes se resuspendié con el cloruro de sodio al 0.9%/solucién acuosa de
histidina 10 mM (pH = 7.5) y la fase externa de liposoma se sustituyoé con el
cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuocsa de histidina 10 mM (pH = 7.5). El
tamano de particula de los liquidos de dispersion de liposoma obtenidos se
midié utilizande un método de dispersién de luz dinamica, y todos fueron
aproximadamente 80 nm.

sPreparacion de la solucion de farmaco>

Mesilato de eribulina se disolvib en 96 mg/mL de
sacarosa/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 5 mg/mL de solucién

de mesilato de eribulina. De manera similar, el mesilato de eribulina se disolvié
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en el cloruro de sodio al 0.9%/solucion acuosa de histidina 10 mM y se obtuvo 5
mg/mL de solucion de mesilato de eribulina.

<Preparacion de ia composicion de liposoma>

El liquido de dispersion de liposoma y la solucidén de mesilato de
eribulina se mezclaron en un recipiente de vidrio de 10-mL tal que el mesilato
de eribulina fue 0.2 mg/mL y la concentracion de lipido total fue 16 mM. Ei pH
de la fase externa de liposoma de uno de los dos frasquitos de 96 mg/mL
sacarosa/solucion acuosa de histidina 10 mM (pH = 7.5), se ajusté a 9.5 al
adicionar hidroxido de sodio. De manera similar, el pH de la fase externa de
liposoma de uno de los dos frasquitos del cloruro de sodio 0.9%/solucion
acuosa de histidina 10 mM (pH = 7.5) se ajusto al 9.5 al adicionar hidroxido de
sodio. Esto se calenté durante 5 minutos a 60° C para obtener una composicidn
de liposoma con mesilato de eribulina introducido en los liposomas.

£Medicion de la relacién de atrapamiento>

La relacion de atrapamiento se midié similarmente a la Modalidad
1, y los resultados se muestran en la Tabla 7. Comparado con el caso donde la
fase externa de liposoma es una sacarosa, que es no electrolito, el caso de
cloruro de sodio, que es un electrolito, claramente se obtiene una relacién de
atrapamiento extremadamente alta. Ademas del efecto de electrolito, la
aplicacion del gradiente de pH para hacer la fase externa liposoma un alcali
logré una relacién de atrapamiento de 100%.
(Tabla 7)

No. Fase acuosa

interna

Composicion de
fase interna

Refacién de
atrapamiento (%)

1

.
’

Sulfato e amonio
100mM acido
citrico 30 mM pH
=75

96 mg/mL de
sacarosa histidina
100mMpH=75

72.9

Cloruro de sodio
al 0.9% histidina
100mMpH=75

95.9

96% mg/mL de
sacarosa histidina
10mMpH=95

97.5

Cloruro de sodio
al 0.9% histidina
10 mM pH 095

100.0

La presente solicitud esta basada en una solicitud de patente
Japonesa (Solicitud de Patente Japonesa 2009-082521) presentada el 30 de
Marzo de 2009, y una Solicitud de Patente Provisional Norteamericana
(61/16453), y los contenidos de las mismas se incorporan en la presente como

referencia.

ot
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Campo de Aplicacion industrial

La presente invencién es capaz de proporcionar un método para
manufacturar un liposoma con una alta estabilidad de retencidn del compuesto
activo con una alta relacién de atrapamiento.

La composicién de liposoma de la presente invencién se utiliza
favorablemente en aplicaciones terapéuticas a través del efecto farmacolégico
de la eribulina o su sal farmacoldgicamente permisible.
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REIVINDICACIONES

Una composicion de liposoma, caracterizada porque contiene liposoma, y
que contiene un compuesto activo en la fase interna de liposoma, en
donde el compuesto activo es eribulina o su sal farmacolégicamente
permisible.

La composicion de liposoma de conformidad con la reivindicacion 1,
f

caracterizada porque ia composicion de liposoma esta en forma soélida o

liquida.

La composicion de liposoma de conformidad con la reivindicacién 1 o 2,
caracterizada porque la fase interna de liposoma ademas contiene sal de
amonio.

La composicién de lipopsoma de conformidad con la reivindicacion 3,
caracterizada porque la concentracion de la sal de amonio es 10 mM o
mas alta.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque la fase interna de liposoma
ademas contiene sal, acido, base y/o aminoécido.

La composicién de liposoma de conformidad con la reivindicacion 5,
caracterizada porque la concentracion de la sal es 1 a 300 miM.

,l
La composicion de liposoma de conformidad con la reivindicacion 5 o 6,
caracterizada porque la concentracién del acido es 1 a 300 mM.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 7, caracterizada porque la concentracion del
aminoéacido es 1 a 300 mM.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8, caracterizada porque la concentracién de la base
es 1a 300 mM.
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La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, caracterizada porque la concentracion del
compuesto activo es 0.01 a 300 mg/mL.

La comiposicion de liposoma de conformidad con cuaiquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizada porque el compuesto activo es
mesilato de eribulina.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, caracterizada porque la fase interna de liposoma

ademas contiene sulfato de amonio, acido citrico y un compuesto activo.

La composicién de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, caracterizada porque la fase externa de liposoma

contiene azdcar, electrolito y/o aminoacido.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, caracterizada porque ia fase externa de liposoma
contiene azucar, electrolito y aminoacido.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindigaciones 13 a 14, caracterizada porque la concentracién del
azicar es 2 a 20%.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15, caracterizada porque la concentracidon del
aminoacido es 1 a 300 mM.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque la fase externa de liposoma
contiene sacarosa o cloruro de sodio, e histidina.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de fas
reivindicaciones 1 a 17, caracterizada porque la fase interna de liposoma
sustancialmente no contiene ciclodextrina.
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La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindigaciones 1 a 18, caracterizada porque el Iibosoma contiene
fosfatidilcolina hidrogenada.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 19, caracterizada porque el liposoma contiene
colesterol.

La composicién de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20, caracterizada porque el liposoma contiene

condensado de metoxipolietilenglicol.

La composicion de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicacion 21, caracterizada porque el condensado de
metoxipolietilenglicol es condensado de diestearoilfosfatidil etanolamino
polietilenglicol.

La composicién de liposoma de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 22, caracterizada porque el liposoma contiene
L4

fosfatidilcolina hidrogenada, colesterol y condensado de

diestearoilfosfatidil etanolamino polietilenglicol.

La composicion de liposoma de conformidad con la reivindicacion 23,
caracterizada porque contiene 10 a 80% de la fosfatidilcolina
hidrogenada, 1 a 60% del colesterol y 0 a 50% del condensado de
diestearoil-fosfatidil etanolamino polietilenglicol.

La composiciéon de liposoma de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 24, caracterizada porque el liposoma contiene
fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol y polietilenglicol 2000-
fosfatidiletanolamina.

Un meétodo de manufactura de la composicién de liposoma de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, caracterizado
porque incluye:

&1
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Jna etapa en la cual se proporciona un liquido de dispersién de
liposoma que contiene liposoma;

una etapa en la cual el liquido de dispersion de liposoma se
mezcla con el compuesto activo; y

una etapa en la cual el compuesto activo se introduce en la fase

interna de liposoma del liquido de dispersién de liposoma.

El metodo de conformidad con la reivindicacion 26, caracterizado porque
el liquido de dispersidn de liposoma sustancialmente no contiene sal de

amonio en la fase externa de liposoma.

El método de conformidad con la reivindicacion 26 o 27, caracterizado
porque el pH de la fase externa de liposoma del liquido de dispersion de
liposoma es 3 a 10.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28,
caracterizado porque el pH de la fase externa de liposoma del liquido de

dispers?c';n de liposoma es 7 a 10.

El método de conformidad con la reivindicacion 28 o 29, caracterizado
porque el pH es el pH de la fase externa de liposoma del liquido de
dispersion de liposoma en la etapa en la cual se mezcla el liquido de

dispersion de liposoma y el compuesto activo.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 30,
caracterizado porgue
la etapa en la cual se proporciona el liquido de dispersion de
liposoma incluye: una etapa en la cual se proporciona la solucion
preparatoria de liposoma que contiene liposoma y que contiene sal de
amonio en la fase interna de liposoma y la parte interna de liposoma; y
una etapa en la cual la fase externa de liposoma de la solucién

preparatoria de liposoma se sustituye o se diluye.

El metodo de conformidad coen la reivindicacion 31, caracterizado porque
la etapgen la cual la fase externa de liposoma se sustituye o se diluye es
una etapa en la cual el pH de la fase externa de liposoma se hace mas

62
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alto que el pH de la fase interna en el liposoma.

El método de conformidad con la reivindicacion 31 o 32, caracterizado
porque la etapa en la cual la fase externa de liposoma se sustituye o se
diluye es una etapa en la cual la diferencia entre el pH de la fase interna
de liposoma y el pH de la fase externa de liposoma es 1 a 5.

El metodo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 33,
caracterizado porque el pH de la fase interna de liposomaes 3a 9.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 34,

caracterizado porque el pH de la fase interna de liposoma es 4 a 9.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 35,
caractefizado porque el pH de la fase interna de liposoma es 5 a 8.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 36,
caracterizado porque la fase externa de liposoma es una solucién que
contiene electrolito en la etapa en la cual se introduce el compuesto
activo.

El método de conformidad con cualquiera de ias reivindicaciones 26 a 37,
caracterizado porque el liquido de dispersion de liposoma
sustancialmente no contiene ciclodextrina.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 38,
caracterizado porque ademas contiene una etapa en la cual se neutraliza

el pH de la fase externa de liposoma.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se divulga una composicion de liposoma novedosa que contiene eribulina o una
sal farmacologicamente aceptable de la misma. También se divulga un método
para producir la composicién de liposoma.
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EISAl R&D MANAGEMENT CO., LTD., ha declarado en mi presencia que
dichos HIROSHI KIKUCHI, KENJI HYODO, HIROSHI ISHIHARA y NOBUO
DEGUCHI reconocieron haber firmado el documento adjunto.

Septiembre 7, 2011

(firma)
SHIGENORI ISHIGURO
Notario
1-1-1 Shimbashi, Minato-ku
Tokio Japon
Oficina de Asuntos Legales de Tokio

Hay un sello que dice:

OFICINA DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO
NOTARIO

1-1-1 Shimbashi, Minato-ku

Tokio, Japén



APOSTILLA

(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: JAPON
Este documento publico

2. ha sido firmado por SHIGENORI [SHIGURO

3. actuando en capacidad de NOTARIO DE LA OFICINA DE ASUNTOS
LEGALES DE TOKIO

4. lleva el sello/timbre de SHIGENORI ISHIGURQO, NOTARIO

CERTIFICADO

5. en Tokio 6. Septiembre 7, 2011

7. por el Ministro de Relaciones Exteriores

8. 11- No. 029595

9. Sello/timbre

[Sello]
MINISTERIO DE ASUNTOS EXTERIORES
JAPON
10.Firma
(firma)
Kazutoyo OYABE

Para el Ministro de Relaciones Exteriores
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Yo {nosotros) EISAI RAD Management Co., Ltd,

domiciliade(s) en 6-10, Koishikawa, 4-chome, Bunkyo-ku, Tokyo
112-8088, Japan

Nombro{ames) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO yio
CARLOS H, PALACIO EASTMAN v/e MARTIN E, TORRES
CARDOZO, de Bogotd, Colombia, apoderados verdaderos y
legales con poder especial, amplio y suficlente, para recabar de las
oficinas y autoridades colombianas administrativas, judiciales y de
policia, en cualquier instancia o recurso, la obtencidn de patentes
da Invencidn, registros de marcas, disefios industriales, modelos
de utilidad, depésitos de nombres comerciales, lemas comerciales
y ensenas, registros de derechos de auter y contratos sobre los
mismos, obtencién de certificados de obtentor de variedades
vegetales, asi como sus préfrogas, renovaciones, anstaciones de
traspase, cambios de nombre y/o domicilio y/o direccion: elaborar,
tramitar y registrar contratos de licencla y licenclas de cualesquiera
clases; intervenir como demandante o como demandade en
cualquier instancia y recurso ante cualquier juez, corporacién,
funcionario pUblice o autoridad en acciones judiciales,
administrativas y de policia tales come: oposiciones al registro de
marcas, acciones de caducidad, cancelacién y nulidad; acclones
relvindicatorias, acciones derivadas ds la obtencién o explotacién
de licencias. acciones de competencia deslaal; demandas penales;
acclones de indemnizaciéén de petjuiclos, reclamos vy
observaciones a solicitudes de patentes, disefios industriales,

modelos de utilidad, en el ejercicio de medidas cautelares y en
otras acciones o medidas similares. -

A aste efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes, formular

descripciones, enmiendas, protestas, declaraciones, oposiciones,
cancelaciones, nulidades, apelaciones y reclamos; pagar
impuestos, cuotas y gravimenes preseritos por la ley: renunciar o
desistir a derechos concedidos @ en curso de concesién; recibir
toda clase de documentos y valores, dando el descarge respeclivo,
y. en general, para dar ante dichas autoridades todos los pasos
necesarios al efecto Indicado y tomar todas fas medidas que
creyeren conducentes af resguarde de mis (nuestros intereses),
con todas las demés facultades legales necesatias,

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar ‘en mi
(nuestro} nombre o actuado asi como la facultad de desistir,
transigir, comprometer, y Ja de sustiluirlo en todo o en parte y
revocar sustituclones. Asimismo nombro(amos) a: JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN vio
MARTIN E. TORRES CARDOZO, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 71-21, Torre B, Piso 4, mis (nuestros) apoderados en
Colombia, con facultades para reclbir notificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Este poder se explde en relacién a fa sollcltud de patente en
Cofombia No. 04 045751, titulada: PREPARATION
COMPOSITIONS CONTAINING ACID-UNSTABLE
PHYSIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS AND PROCESS
FOR PRODUCING THE SAME

Otorgado y firmado en
hoy de de 200_
Firma

Nombre: Kentaro Yoshimatsu
Cargo:  Presidente

POWER OF ATTORNEY
I (We) EISAI R&D Management Co., Ltd.

domiciled in 8-10, Koishikawa, 4-chome, Bunkyo-ku, Tokyo 112-
8088, Japén

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO andior
CARLOS H. PALACIO EASTMAN andlor MARTIN E. TORRES
CARDOZOQ, of Bogotd, Colombia, my (our) true and lawful
attorneys with special, ample and sufficient power to obtain from
the Colembian administrative, judicial and police offices and
authorities, in any instance, privileges of patents of invention,
registration of trademarks, industrial designs and ulility models;
registration of commercial names, slogans and emblems,
registration of copyright and contracts related thereto, certificates
of obtainers of vepgetables varielies, as well as extensions,
renewals and recordal of assignments and changes of name,
domicile and address related to the above; to prepare, prosecute
and register licenses of any kind; to act as plaintiff or defendant in
any instance or recourse, and before any judge, corpotation,
public official or authority in judicial, administrative and pofice
actions, such as: oppositions to the registration of trademarks;
caducity, canceliation and nullity aclions; claim actions derived
from the obfaining or exploitation of ficenses, action of unfair
competition; criminal preceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications, models,
industrial designs and utility models; In the exercise of preventive
measures and in other actions or similar proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims: to pay
laxes, quotas and assessments prescribed by law, repounce or
waive the rights granted or in the process of granting; to receive
all kinds of documents and valuables, giving the respective
release of receipt, and, in general, to take before said authorities
the necessary steps to such effect, and any measures that they
may deemn pertinent to the safeguard of my (our) interest(s) with
all the other necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist, setile
and compromise on my (our) behalf, and to substitute this power
in whale or in part and to revoke substitutions., At the same time
| (We) hereby appoint JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
andior CARLOS H, PALACIO EASTMAN andlor MARTIN E.
TORRES CARDOZO, domiciled in Carrera 7 No. 71-21, Torre B,
Piso 4, my (our) aftorney(s) in fact, with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys.

This power of attorney s granted in relation to Colombian
Patent Application No, 04 045 751, titled: PREPARATION
COMPOSITIONS CONTAINING ACID-UNSTABLE

PHYSIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS AND PROCESS
FOR PRODUCING THE SAME

Granted and signed in

this |4,'f‘9L day

@ rAct e

Name: Kentaro Yoshimatsu
Title; President

Tokyo . J:Lpa,n
of Pec.. 2006

‘M,«mz’@

Signature

. Lowb Rwotwdf
BRT GAR DED
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Registered No. 0163

NOTARIAL CERTIFICATE

This is to certify that MINAKO SAITO, an agent of
KENTARO YOSHIMATSU, President of EISAT R&D MANAGEMENT
CO., LTD., who has been authorized to grant Power of Attorney on
behalf of said company organized and existing according to the laws of
Japan, located at 6-10, Koishikawa, 4-chome, Bunkyo-ku, Tokyo, Japan,
has stated in my very presence that said KENTARO YOSHIMATSU
acknowledged himself to have signed the attached document .

Dated this 19th day of February, 2007.

'I' aonm "'-,r‘q
LEGAS. /v

M
i dL / SHIGENORI ISHIGUR

111 SHIMBASHI 112 g0 Notary
TOKYQ Jr0AL ] R
S 1-1-1 Shimbashi,Minato-ku, Tokyo, Japan

Tokyo Legal Affairs Bureau.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. has been signed by SHIGENORI ISHIGURO

3. acting in the capacity of Nolary of the Tokyo Legal Affairs Bureau
4. bears the seal/stamp of

Certified

by the Ministry of Foreign Affairs
07- N9 011858
Seal/stamp: 10. Signature

%

Kazutoyo OYARE

© e ~Now

For the Minister for Foreign Affairs




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por EISAI
R&D MANAGEMENT CO., LTD. con domicilio en 6-10, Koishikawa, 4-chome,
Bunkyo-ku, Tokio, Japén

Registro No. 0163

CERTIFICADO NOTARIAL

Esto es para certificar que MINAKO SAITO, un agente de- KENTARO
YOSHIMATSU, Presidente de EISAI R&d MANAGEMENT CO., LTD., quien ha
sido autorizado para otorgar Poder de Abogado en representacion de dicha
compafiia organizada y existente de acuerdo con las leyes del Japén, localizada
en 6-10, Koishikawa, 4-chome, Bunkyo-ku, Tokio, Japén, ha indicado en mi
presencia que dicho KENTARQO YOSHIMATSU reconocié haber firmado el
documento adjunto.

Fechado este 19 de Febrero, 2007.

Hay un sello que dice:

Tokyo (firma)
Agencia de Asuntos Legales SHIGENORI ISHIGURO
Notario Notario

1-2 SHIMBASHI MINATO KU 1-1-1 Shimbashi, Minato-ku, Tokyo, Japén
TOKYO JAPON Agencia de Asuntos Legales de Tokyo
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APOSTILLA
(Convencién de la Haya de Octubre 5 de 1961)

~

Pais: Japén

Este documento publico

o

ha sido firmado por  SHIGENORI ISHIGURQ

~

actuando en capacidad de Notario de la Agencia de Asuntos Legales
de Tokyo

@

lleva el selloftimbre de
Certificado
9. en Tokio 6. 2/19/2007

10. por el Ministerio de Relaciones Exteriores

11.06- No. 011858

12. Sello/timbre: 10. Firma
hay un sello que dice:
MINISTERIO DE RELACIONES {firma)
EXTERIORES

Kazutoyoc OYABE
JAPON Para el Ministro de

Relaciones Exteriores
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PATENTE DE INVENCION [ | MODELODE |  Tre- 11 PAIEN I racion  Folos: 76

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de Ia persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas {De ser el caso formato de descuento)

Completa D ‘ Incompleta I:I

OO0

PATENTE DE INVENCION PCT @ MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

‘z, Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)
Q/ . Dibujos de ser estos pertinentss

Comprobante de pago geflas tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta ‘:]
DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)
D Indickcion que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion de! solicitante o de la persona que preseanta la solicitud
D Representacion grafica y fotografica de! Disefio industrial 0 muestra daf material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta I___l

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud-
Representacion grafica de un esquemna de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa I:I incompleta D

Juaoo

PI02-FO8 (2009-11-18)




