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comunidedes Indigenas.

De ser ol caso, certificado de depésito del material biologico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mlsmo tiular
o su causante, relaclonadas parcial o totaiments con la invenclién de esta solicitud.

De ser ol caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.
Otros Tarjeta Propietario, Tarjeta Temitica y Extracto para la Publicacién

HO 000 OOO00HE00008 @ |-

SR
R 1 % -
I =i

LANDS ASONDAN

‘ D 0 - : :‘:"5-‘::

100 D005 v

quén - TPA 70.819.C.8.4.. -

el

Inatrucciones para el diligenclamiento del presents formulario, ver reverso de eata pigina. - MCA/geb -




CASTELLANOS & COLTDA
ABOGADOS
Calle 94 A No. T A-08
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

NOMBRE
KEISUKE YOSHINO

2 SHIGENORI NOZAWA

3 MASASHI ISOZAKI

4 SEIGO SAWADA

5 IKUO KATO

6 TAKESHI MATSUZAKI

ANEXQO # 1
INVENTOR(ES) (72)

DIRECCION

c/lo Terumo Kabushiki Kaisha, 1500,
Inokuchi, Nakalmachi, Ashigarakami-gun
Kanagawa 259-0151, JAPON

c/o Terumo Kabushiki Kaisha, 1500,
inokuchi, Nakai-machi, Ashigarakami-gun
Kanagawa 258-0151, JAPON

c/o Terumo Kabushiki Kaisha, 1500,
Inokuchi, Nakal-machl, Ashigarakami-gun
Kanagawa 259-0151, JAPON

c¢/o Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, 1-19,
Higashi-shinbashi 1-chome, Minato-ku,
Tokyo 105-8660, JAPON

c/o Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, 1-19,
Higashl-shinbashi 1-chome, Minato-ku,
Tokyo 105-8680, JAPON

c/o Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, 1-19,
Higashi-shinbashi 1-chome, Minatoku,
Tokyo 105-8660, JAPON

NACIONALIDAD
O DOMICILIO
JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES

JAPONES



a_u:f

SLFERNTENENGA DE INDUITRIA ¥ OOMERGIO
Yac: 08-120644- -00000-0000
‘eq 2005-11-30 1411248 Dap. 202D NUECREACIINES

[ra. 11 PATENTEYS

SV TS FASENACIONALL
‘i1 BERFESFNT ACNN FABA & 15N

SUPERINTEMDENCIA BE IXDUSTRIA Y CONERCID
RIT :  D0017%089-2

RECIEO DFICIAL DE CAJA : Ob - 63,020
FECHA : NCVIENERE 3 DE 2004

JEPISITANTE TIFD PASO BANCO LUENTA Mo. PARD FECHA PGO Yr. PASD

ALYARD CRETELLAXCS CONSTOXALTGH POPIRAR  050-00110-% 92564  03/11/2004 3,953,000.00

i CONCEPRPT O tisns

CANT. REMTITICD COMCEPTO TOTAL COMCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITDES 1 TRARITES BE SOL. OE PATENTE DE I¥ £63,000.00
TOTAL ¢ $ #3,900.00

SOf: CURTROCIEXTIS SESENTA ¥ TRES HIL PESOS

RECIBC BE CAJR APLICADO AL ETPEDIENTE lo.T




(12) HBRHENGICEISVTRREL-HRLHN

LA

(19) t FRSR0 A RINSY LA
amsaR Bty || RN A
ot M
@3) ARA2RAe (10) ERRR4: M9 9%

2005 £#£12 A 15 B (15.12.2005) PCT

WO 2005/117878 Al

AERI1THE1E 108 2 R{AT 70 MR
Tokyo (JF). i iR (MATSUZAKI, Takeshl) [JP/JP]; T
1058660 HMERERNEM 1 TE 18108 =X&

(51) MW A61XK 31/4745, 9127,
47/04, ATN8, 47124, 47730, ASIP 35/00

1) ERENES: PCT/AP2005/009953 -~ V2L FE#A Tokyo (JP).
(22) BREEA: 2005 4£5 {31 H (31.05.2005) -(74) REA: Rl 18, 5 (WATANABE, Mochitoshl ef
al); 71010032 KB FREOAEMEMT2TH1 2%
(25) BN EE: BXR 6% Al b+ 5 1 £l 3 M Tokyo (IF).
@6 ARANMORE: BXxE (b
o0 RERT—5:
#2004-163742 2004 ¢S5 A1 B (01.062004) JP

LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ,
NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC,
3D, S8, 3G, SK, SL, SM, 8Y, T], T™, TN, TR, TT, TZ,
UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(71) HIRA (EHER {2 TORERI=DLV\T): T
w3 (TERUMO KABUSHIKI KAISHA) [IPAP]; T _
1510072 ORISR EWR r 4% 2 TH 4 4 % 1% Tokyo
OP). XM S ) kA (KABUSHIKI KAISHA
YAKULT HONSHA) [JPAP]; T 1058660 NNUIBEE X

$M1TH 1% 1 9% Tokyo (JF). @) BEE(BROZVVARY, 2TORNMOLRAENR

AW #8): ARIFO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA,
8D, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 2 — 23 LT (AM, AZ,

(72) RNX; && U BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 3 — B % /% (AT, BE,

79 RAR/HEA (REIZ2NTOH): WH AN

(YOSHINO, Kelsuke) [JP/JP]; T2590151 Mtk R
ALBGHTR/ 0150088 FLERRAM
M Kanagawa (OP). IBIR Bk (NOZAWA, Shigenorf)
[PAPY; T2590151 HEIIMBW LB #ATH/ D

BG, CH, CY, CZ, DR, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HU,
IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL. PL, PT, RO, SE, 8L, SK, TR),
OAFI (BF, BJ, CF, CG, CL CM, GA, GN, GQ, GW, ML,
MR, NR, SN, TD, TG).

1686001 F )L EitRH A Kanagawa (IP).

W iE: (ISOZAKL, Mamshl) [JPIP]; 72590151 3 B¢ 2MEE:
HNRENLEBOANH/OD15008% 7)1 — SRREREE

EHxX @A Kanagawa (JP). I B BT (SAWADA,

Seigo) [JPAP]; T1058660 MR ENESR 1 TH 2XFa— FRUBOREICSLTE, EMRGELE
1H19B RXK/UNY I I FEHEA Tokyo (P). M1 KPCTHE Y FOBMISHREATING To—-FLBE
B S 1} (KATO, Ikuo) [JPAP]; T1058660 MBHE oOHS ¥R/ —F] €EPR.

(54) Title: IRINOTECAN PREPARATION

O RAOEH: 1)/ FhBN

2 (57) Abstract: An irinotecan preparation having irinotecan and/or a salt thereof highly carried by a closed vesicle carrier, which
exhibits a mrikingly prolonged retention in blood as compared with that of conventional irinotecan liposome preparations and Is
o0 capable of being present in blood for a prolonged period of dme. There is provided an irinotecan preparation comprising closed
vesicles formed of a lipid membrane wherein irinotecan and/or a salt thereof is sealed in a concentration of at least 0.07 mol/mol
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(57) Resumen: Una preparacién de Irinotecan que tiene Irinotecan y/o una sal del mismo altamente portado por un portador
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vesicular cerrado, que muestra una retenciéon notablemente prolongada en la sangre, como se compard con aquélla de las
preparaciones de liposoma de Irinotecan convencionales y as capaz de estar presente en la sangre durante un perlodo de
tiempo prolongedo. Se proporciona una preparaclén de Irinotecan que comprende vesiculas cerradas formades de una
membrana de lipido en donde el Irinotecan y/o una sal del mismo se ssllan en una concentracién de al menos 0.07 mol/mol (mol
de medicina/mol de lipidos totales de la membrana). La preparacidn de irinotecan preferiblementa tiene un gradiente Iénica entre
una fase acucsa intemna y una fase acuosa externa dentro de {as vesiculas camadas. Las vasaiculas cerradas son preferiblements

liposomas, y los liposomas preferiblemente tienen sdlo la superficie extsma del mismo modificado con un modificador de
superficie que contiene un polimero hidrofilico.
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FORMULACION DE IRINOTECAN

Campo Técnico

La presente invencién se refiere a una formulacién
de irinotecan que incluye un portador vesicular cerrado que
incorpora 1irinotecan y/o0 una sal del mismo en wuna
concentracidén elevada, y a una composicién farmacéutica que

lc contiene.

Antecedentes de la Técnica

Una categoria de productos farmacéuticos para ser
empleados para el tratamiento del cancer es un inhibidor de
topoisomerada, y ejemplos del mismo incluyen campototecina.
La camptotecina es un penta alcaloide ciclico, que ha sido
extraido y aislado de Camptotheca acuminata {una planta de
China) por Wall et. Al. (USA) in 1966 (adm. Chem. Soc., 94
(1966), 388), y del cual se descubrié que tenia una elevada
actividad antineoplésica Y una amplio espectro
antineoplésico. Un agente de quimioterapia de céancer
convencional ejercen una actividad antineoplisica mediante la
inhibicién de topoisomerasa IJ, mientras que la camptotecina
inhibe una funcién enzimitica de la topoisomerasa que cumple
una funcién entre la replicacién del ADN, en la reparacién,
en la recombinacién y en la transcripcién mediante 1la

inhibicién de la topoisomerasa I.
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La camptotecina plantea algunos problemas en el uso
como fArmaco. Entre ellos, con respecto a la insolubilidad en
agua, se han propuesto algunos andlogos de camptotecina
solubles en agua, cada uno de ellos mejorado en términos de
insoclubilidad (JP 03-4077 B). En particular, el clorhidrato
de irinotecan (CPT-1l), que es un derivado de camptotecina
soluble en agua y que ha sido presentado en el mercado en
1994 en Japdn, es un profdrmaco y ejerce una elevada
actividad antineoplasica, por lo cual era sumamente esperado
en los campos clinicos. Después de la administracién, el
clorhidrato de irinotecan, que es un profdrmaco se metaboliza
en SN-38 que es un metabolito activo, y ejerce una actividad
antineoplasica.

Sin embargo, cuando se administra irinotecan y una
sal del mismo, se producen graves efectos secundarics tales
como disfuncidén de la médula 6sea Yy trastornos
gastrointestinales. Por lo tanto, el uso del mismo esta
severamente restringido. Ademas, existe el problema en el
sentido de que disminuye la actividad antineoplédsica por
hidrélisis de un anillo a-hidroxilactona debido a 1la
sensibilidad en un ambiliente acuoso, que es unico para la
camptotecina y un andlogo del mismo.

Para resolver los problemas anteriores y llevar a
cabo un 6ptimo tratamiento del cdncer usando un analogo de

camptotecina como antimetabolitoc especifico del ciclo
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celular, es necesarioc mantener la concentracién del farmaco
por un largo periodo de tiempo. Sin embargo, existe el hecho
de que dicho fdrmaco tiene una vida media tan corta como
varias horas después de administracién intravenosa o
administracidédn subcutdnea. E1 fadrmaco es dtil como agente de
control de liberacidn que puede usarse para liberar un agente
farmacéutico que tiene una concentracién terapéutica. Una
modalidad para resolver estos problemas, libertar un analogo
de camptotecina estable y eficazmente a un sitio objetivo con
una lesién, y ejercer una actividad antineoplésica en un
sitio objetivo con una lesién, es el que incorpora el farmaco
a un portador que tiene una forma de vesicula cerrada.
Algunas propuestas sobre 1la formulaciétn de un liposoma,
incluyendo camptotecina, han sido ya formuladas. Por ejemplo,
se ha informado que cuando se incluye camptotecina en una
membrana de liposoma, se suprime la hidrélisis de un anillo
de a—hidroxilacton; (JP 9-504517 A; Tomas G. Burke et al.,
Biochemistry, 32 (1993), 5352-5364). Ademids, se ha descrito
un método para conseguir que una membrana de liposoma
contenga al SN-38 mismo, que es un cuerpo principal activeo de
clorhidrato de irinotecan (W.Gao et al. J. of Chromatography
B, 791 (2003), 85-92; Joshua Williams et al., J. of
Controlled Release, 91 (2003), 167-172. Sin embargo, el SN-38
es dificil de estabilizar en una membrana de liposoma vy

desaparece rapidamente en la sangre, de modo que es dificil
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mantener la concentracién de 5-38 en el plasma por un periodo
de tiempo prelongado.

Se ha informado también un ejemplo de manufactura
basado en un método habitual en el cual el clorhidrato de
irinotecan (un derivado soluble en agua) queda encerrado en
un liposoma por el método de carga pasiva, y es estabilizado
fijéndolo en la membrana de bicapa de lipidos,
electrostaticamente

Documento de Patente 1l: JP 3-4077 B

Documento de Patente 2 JP 9-504517 A

Documento de No-Patente 1l: Am.Chem.Soc.,97(1996),
388

Documento de No-Patente 2: Tomas G. Burke et al.,
Biochemestry, 32 (1993), 5352-5364

Documento de No-Patente 3: W. Gao et al., J. of
Chromatography B, 791 (2003) 85-92

Documento de No-Patente 4: Joshua Williams et al.,
J. of Controlled Release, 91 (2003), 167-172

Documento de No-Patente 5: Yasuyuki Sazuka et al.
Cancer Letter 127 (1998), 99-106
Descripcién de la Invencién
Problemas que deben ser Resueltos por la Invencién

La cantidad de clorhidrato de irinotecan gque se
incorpore en una liposoma de acuerdo con el método descrito

anteriormente de encapsulacién de clorhidrato de irinotecan

0
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el método de carga pasiva que ha sido ya manifestado, es de
aproximadamente 0.05 (fdrmaco (mol)/lipido total (mol). Con
dicha cantidad incorporada, la concentracidén de clorhidrato
de irinotecan en el plasma y la concentraciédn de SN-38 que es
un metabolito activo del mismo, son apenas mantenidos por un
tiempo prolongado, y dichas cantidades no son suficientes
para los efectos clinicos. Aunque la capacidad de retencién
del clorhidrato de irinotecan en la sangre mejora mediante la
formacién de liposomas, la concentracién de SN-3B8 que es un
metabolito activo en el plasma se mantiene apenas por un
tiempo prolongado, debido a que la velocidad de desapariciétn
desde la sangre es todavia rapida.

No se ha informado todavia sobre una formulacién
que contenga una cantidad para encapsulacién clinicamente
apropiado/suficiente de irinotecan (un profarmaco) y/o una
sal del mismo en una vesicula cerrada, y que existe en la
sangre en un estado de hidrélisis suprimida de una anillo de
a-hidroxilactona por un periodo de tiempo prolongado, para
mantener la concentracién de SN-38 que es un metabolito
activo en el plasma, con el fin de mantener la concentracién
de SN-38 que es un metabolito activo de clorhidrato de
irinotecan en el plasma por un tiempo prolongado.

En vista de tales circunstancias, un objetoc de la
presente invencién es el de proveer, como formulacién que

tiene una cantidad de encapsulacién de farmacos suficientes

/l
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para efectos clinicos, una formulacién de irinotecan capaz de
contener irinotecan y/o una sal del mismo en una vesicula
cerrada en una elevada eficiencia de encapsulacién de por lo
menos 0.07 (fArmaco {(mol)/lipido total (mol)) y de mantener
la concentracién de SN-3B que es un metabolito activo del
clorhidrato de irinotecan en el plasma por un periodo de

tiempo preolongado.

Medios para Resolver los Problemas

En la presente invencidén se han 1llevado a cabo
extensos estudios para alcanzar 1los objetivos antes
descritos. Como resultado, se han efectuado los siguientes
descubrimientos: cuando el método de carga remota basado en
un gradiente iénico estd particularmente seleccionado como
método de encapsulaciédn de féarmacos para irinotecan y/o una
sal del mismo en una vesicula cerrada (se forma un gradiente
iénico en el interior/exterior, de la vesicula cerrada, y el
fdrmaco se deja penetrar a través de la membrana de 1la
vesicula cerrada para introducir el farmaco), el farmaco
puede ser encapsulado a una concentracién elevada, que rara
vez se logra con el método de carga pasiva convencional, y la
capacidad de retencién en la sangre mejora dréasticamente en
comparacién con un liposoma, preparado con un método
convencional, con el resultado de que la concentracién de 7-

etil-10~-hidroxi camptotecina (SN-38) (que es un metabolito
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activo del clorhidrato de irinotecan) en el plasma, puede
mantenerse constante por un periodo de tiempo prolongado. Sin
embargo, se hicieron los siguientes descubrimientos: cuando
se selecciona el método de carga remota, la estabilidad de la
formulacién a 37°C y la estabilidad de la formulacién a largo
término a 4°C, puede mejorar enormemente. Por lo tanto, se ha
confirmado que puede obtenerse una formulacidén que incluya
una vesicula cerrada en la cual este encerrado irinotecan con
una eficiencia de encapsulacién de 0.07 (fArmaco
{mol)/lipidos totales (mol)), que es una cantidad de
encapsulacién de farmacos suficientes para un efectos
clinico. No se ha informado sobre una formulacién que incluya
una vesicula cerrada en la cual el irinotecan y/o una sal del
mismo esté encerrada a dicha concentracién y que pueda
mantener la concentracién de
SN-38 (que es un metabolito activo del clorhidrato de
irinotecan) en el plasma, por un periodo de tiempo
prolongado. Por consiguiente, para lograr los objetivos antes
descritos, la presente invenciédn provee lo siguiente.

(1) Una formulacién de irinotecan que incluye una
vesicula cerrada formada por una membrana lipida, en la cual
el irinotecan y/o un sal del mismo estd encerrada en una
concentracién de por 1o menos 0.07 mol/mol (mol de
fArmaco/mol de lipido total de la membrana).

En un aspecto preferible, una formulacién de

L
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irinotecan incorpora el fArmaco en una concentracién mas
elevada que por lo menos 0.1 mol de farmaco/mol de lipido.

El tamafio de particula promedio de una formulacién
de irinotecan de la presente invencién es preferiblemente de
0.02 a 250 um.

En la presente invencién, el irinotecan y/o una sal
del mismo, pueden encapsularse en una vesicula cerrada en una
concentracién elevada mediante por ejemplo el siguiente
método de carga remota usando un gradiente iénico.

(2) La formulacién de irinotecan de acuerdo con el
articulo (1), donde la formulacidén de irinotecan tiene un
gradiente idénico entre la fase acuosa interna y la fase
acuosa externa de la vesicula cerrada. Mediante el uso del
gradlente idénico descrito, el irinotecan y/o una sal del
mismo puede incorporarse a la vesicula cerrada en un estado
de ionizacidn en la concentracién .

(3) La formulacién de irinotecan de acuerdo con el
item (2), donde el gradiente iénico es un gradiente de
concentracién protédnica que tiene un gradiente de pH donde el
valor de pH de la fase acuosa interna es inferior a un valor
de pH de la fase acuosa externa.

(4) La formulacién de irinotecan de acuerdo con el
item (3), donde el gradiente de pH se forma mediante un
gradiente de concentracidén de un ién amonio y/o un gradiente

de concentracién de un compuesto orgdnico que tiene un grupo

/4
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amino capaz de ser protonado. Por ejemplo, en el caso en el
cual la concentracién de ién amonio en la fase acuosa interna
es mis elevada que la de la fase acuosa externa, puede
formarse un gradiente de pH en el cual el valor de pH de la
fase acuosa interna es inferior al valor de pH de la fase
acuosa externa.

(5) La formulacién de irinotecan de acuerdo con
cualquiera de los items (1) a (4), donde la vesicula cerrada
es un liposoma formado por una membrana de una capa de
lipides que contiene un fosfolipido como componente de
membrana principal.

En el item (5) anterior, preferiblemente es un
aspecto en el que el componente de membrana principal es un
fosfolipido que tiene una temperatura de transicidén de fase
de 50°C o mas.

Ejemplos especificos preferibles del fosfolipido
incluyen un fosfolipido hidrogenado y/o un
esfingofosfolipido.

(6) El1 1liposoma puede contener adicionalmente un
lipido distinto del fosfolipido y/o un agente modificador de
superficie.

Como el otro lipido, es preferible colesterol.

Los ejemplcs preferibles del agente modificador de
superficie incluyen un derivado polimérico hidrofilico.

Ejemplos especificos del polimero hidrofilico incluyen un

(§
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polietilenglicol que tiene un peso molecular de 500 a 10,000
daltons, gque puede ser introducido como fosfolipido o
derivado colesterol.

{(7) La formulacién de irinotecan de acuerdo con el
item (6), donde Unicamente la superficie extrema del liposoma
estd preferiblemente modificada con un polimero hidrofilico
en un aspecto en el cual el derivado polimérico hidrofilico
esta contenido como agente modificador de superficie.

(B) Un aspecto en el cual 1la formulacién de
irinotecan de acuerdo con el item (6) o (7) contiene un
compuesto que tiene un grupo funcional basico como agente
modificador de superficie, también es preferible.

Ejemplos particularmente preferibles del compuesto
que tienen un grupo funcional bédsico incluyen sal de
clorhidrato de 3,5-dipentadeciloxibenzamidina.

(9) Una composicién farmacéutica que incluye la
formulacién de irinotecan de acuerdo con cualquiera de los
items (1) a (8).

(10) Un método profilactico y/o terapéutico de una
enfermedad, que incluye administrar una cantidad profilactica
y/o terapéuticamente eficaz de la formulaciédn de irinotecan
de acuerdo con cualquiera de los fitems (1) a (8) a un
huésped.

(11) Un método para liberar una cantidad eficaz de

irinotecan y/o una sal del mismo en un huésped, que incluye

(6
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administrar la formulacién de irinotecan de acuerdo con uno
cualquiera de los items (1) a (8) al huésped.

(12) Un método para exponer una cantidad eficaz de
irinotecan y/o una sal del mismo a un sitio objetivo, que
incluye administrar la formulacién de irinotecan de acuerdo

con cualquiera de los items (1) a {(8) al huésped.

Efectos de la Invencién

Una formulacién de irinotecan para ser provista en
la presente invencién comprende irinotecan y/o una sal del
mismo en una cantidad encapsulada de por 1lo mnenos Q.07
(fidrmaco {(mol)/lipidos totales (mol)) e incluye el farmaco en
una concentracién elevada suficlente para un efecto clinico.
Tal como 8se describié en los ejemplos siguientes, una
formulacién de irinotecan de la presente invencid4n mejora
drasticamente a la capacidad de retencién en la sangre, en
comparacién con una formulacién de liposoma de irinotecan
convencionalmente conocida, de manera que puede existir en la
sangre por un periodo de tiempo prolongado. Ademds, la
formulacién tiene una estabilidad de formulacién
drasticamente mejorada a 37°C y una estabilidad de

formulacién a largo término a 4°C.

Breve Descripcién de los Dibujos

[Figura 1] Esta es una gradfica que muestra los

[}
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resultados (régimen de liberacién) de un ensayo de
estabilidad acelerada de la formulacién a 37°C para la
formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo 1.

[Figura 2] Esta es una grdafica que muestra 1los
resultados {régimen de liberacién) de un ensayo de
estabilidad acelerada de la formulacién a 37°C para 1la
formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo 3.

[Figura 3] Esta es una grafica que muestra los
resultados (tamafio de particula) de un ensayo de estabilidad
acelerada de la formulacién a 37°C para la formulacién de
CPT-11 preparada en el Ejemplo 3.

[Figura 4] Esta es una grafica que muestra las
concentraciones de clorhidrato de irinotecan en el plasma en
cada tiempo de extraccién de sangre después de inyeccién en
un ensayo sobre la capacidad de retencién en la sangre.

[Figura 5] Esta es una grdfica que muestra 1la
relacién entre el valor de pH de una fase acuosa externa y la
eficiencia de encapsulacién de CPT-11 (%) o la relacién
existente en la forma circular abierta (%).

[Figura 6] Esta es una gridfica que muestra el
efecto antitumoral de la preparacién de CPT-11 preparada en
el Ejemplo 8 de la presente invencién mediante el cambio del
volumen presunto del tumor a lo largo del tiempo.

[Figura 7] Esta es una grafica que muestra el

efecto antitumoral de la preparaciétn de CPT-11 preparada en

&
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el Ejemplo 8 de la presente invencién mediante el cambio de
peso corporal del ratén.

[Figura B8] Esta es una grdfica que muestra la
transicién de la concentracidén total de CPT-11 en el plasma
de la sangre en un experimento farmacocinético en el Ejemplo
8.

[Figura 9] Esta es una grafica que muestra la
transicién de la concentracién de CPT-11 1liberado por
liposomas en el plasma de la sangre en un experimento
farmacocinético de la preparacién de CPT-11 en el Ejemplo 8.

[Figura 10] Esta es una grafica que muestra la
transicién de la concentracién de SN-38 en el plasma de la
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién de
CPT-11 en el Ejemplo 8.

[Figura 11] Esta es una grdfica que muestra 1la
transicién de la concentracién de SN-38G en el plasma de la
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacidn de
CPT-11 en el Ejemplo B.

[Figura 12] Esta es una grafica que muestra la
hemotoxicidad (linfocitos) de 1la preparacién de CPT-11
preparada en el Ejemplo 8.

[Figura 13] Esta es una grdfica que muestra la
hemotoxicidad (neutré6filos) de 1la preparacién de CPT-11
preparada en el Ejemplo 8.

[Figura 14] Esta es una grafica gque muestra el

[?
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efecto antitumoral de la preparacidén de CPT-11 preparada en
el Ejemplo 9 mediante el cambio del wvolumen presunto del
tumor a lo largo del tiempo.

[Figura 15] Esta es una grafica que muestra el
efecto antitumoral de la preparaciétn de CPT-11 preparada en
el Ejemplo 9 mediante el cambio de peso corporal del ratén.

[Figura 16] Esta es una griafica que muestra a la
transicién de la concentracién total de CPT-11 en el plasma
de la sangre en un experimento farmacocinético de la
preparaciédn de CPT-11 en el Ejemplo 9.

[Figura 17] Esta es una grafica que muestra la
transicién de 1la concentracién de CPT-11 1liberado por
liposomas en el plasma de la sangre en un experimento
farmacocinético de la preparacién de CPT-11 en el Ejemplo 9.

[Figura 18] Esta es una grafica que muestra la
transicidén de la concentracién de SN-38 en el plasma de la
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién de
CPT-11 en el Ejemplo 9.

[Figura 19] Esta es una grafica que muestra la
transicién de la concentraclén de SN-38G en el plasma de la
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién de
CPT-11 en el Ejemplo 9.

[Figura 20} Esta es una grafica que muestra el
efecto antitumoral de la preparacién de CPT-1l1 mediante el

cambio del volumen presunto del tumor a lo largo del tiempo
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en el Ejemplo 10.

[Figura 21] - Esta es una grafica que muestra
efecto antitumoral de la preparacién de CPT-11 mediante
cambio de peso corporal del ratén en el Ejemplo 10.

[Figura 22] - Esta es una grafica que muestra
transicién de la concentracién de CPT-11 en el plasma de
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién
CPT-11 en el Ejemplo 10.

[Figura 23 - Esta es una grafica que muestra
transicién de la concentracién de SN-38 en el plasma de
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién
CPT-11 en el Ejemplo 10.

[Figura 24] Esta es una gridfica que muestra
transicidén de la concentracidén de SN-38G en el plasma de
sangre en un experimento farmacocinético de la preparacién
CPT-11 en el Ejemplo 10.

[Figura 25] Esta es una grafica gque muestra
transicién de la concentracién de CPT-11 en tumores en
experimento farmacocinético de la preparacién
CPT-11 en el Ejemplo 10.

[Figura 26] Esta es una grdafica que muestra
transicién de la concentraciétn de SN-38 en tumores en
experimento farmacocinético de la preparacién de CPT-11 en
Ejemplo 10.

[Figura 27] - Esta es una gradfica que muestra
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transicién de la concentracién de SN-38G en tumores en un
experimento farmacocinético de la preparacién de CPT-11 en el
Ejemplo 10.

[Figura 28] Esta es una grafica que muestra el
efecto antitumoral de la preparacién de CPT-11 mediante el
camblio del volumen presunto del tumor a lo largo del tiempo
en el Ejemplo 12.

[Figura 29] Esta es una grafica que muestra el
efecto antitumoral de la preparacién de CPT-11 mediante el

cambic de peso corporal del ratén en el Ejemplo 12.

Mejor Modo de Llevar a Cabo la Invencién

A continuacién, la presente invencién se describiri
en forma mas detallada.

El irinotecan es un compuesto gque tiene un
esqueleto de camptotecina y esta representado por el nombre
quimico de (+)-(4S)-4,ll-dietil-4-hidroxi-9-[(4-piperidino-
piperidino)carboniloxi]-1H-pirano[3’,4’:6,7]indolizino[1l,2-
blquinolin-3,14 (4H, 12H)-diona. El irinotecan y/o una sal del
mismo es un agente antineopldsico y es una sustancia soluble
en agua usada como sal de clorhidrato (irinotecan'HCl
clorhidrato) tal como se muestra a continuacién. En la
presente memoria, el término “irinotecan y/o una sal del
mismo” se menciona algunas veces como “irinotecan” o

“farmaco”. Aunque, el términoc ™“sal de clorhidrato de
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irinotecan” *de

irinotecan” < >h4<::>

[E

- HCI* 3H,0

" CaH

La presente invencién provee una formulacién de
irinotecan que incluye una vesicula (portador) cerrada,
formada por una membrana de lipido, donde el irinotecan y/o
una sal del mismo antes descritos estdn encerrados con una
elevada eficiencia de encapsulacién de 0.07 mol/mol (de
fidrmaco mol/de lipido total de la membrana) o mas.

La vesicula <cerrada no esta particularmente
limitada y puede tener varias formas con la condicién de que
tenga una estructura capaz de contener un farmaco. Puede
emplearse un liposoma, una microesfera lipida, una
monoparticula o similares, que tengan una funcién potencial
capaz de encapsular el f&drmaco en la misma en una
concentraclién elevada. Entre éstos, un ejemplo de una forma
particularmente preferida es el liposoma.

A contlnuacién, se efectuard una descripcidén
tomando como ejemplo un aspecto en el cual un portador de una
formulacién de irinotecan de la presente invencién es un
liposoma particularmente preferido.

Un liposoma estd compuesto por una membrana de una
bicapa de fosfolipidos y es una vesicula cerrada que tiene

una estructura que forma un espacio separado del area externa
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a través de la membrana que se forma en base a caracteres
polares de grupos hidrofébicos y grupo hidrofilicos del
lipido, y una fase acuosa (fase acuosa interna) incluida en
el espacio de la vesicula. Se forma una formulacién de
liposoma usando el liposoma que incorpora una droga como un
portador.

El “fosfolipido” es un componente principal de una
biomembrana y es una sustancia anfipdtica, y la molécula
tiene un grupo hidrofébico compuesto por un grupo alquilo de
cadena larga y un grupo hidrofilico compuesto por un grupo
fosfato. Ejemplos del fosfolipido incluyen fosfatidilcolina
(=lecitina), fosfatidilglicerol acido fosfatidico, fosfatidil
etanolamina, foasfatidilcerina, fosfatidilinositol, Y un
esfingofosfolipido tal como esfingomielina, un fosfolipido
natural o sintético tal como una cardiolipina o un derivado
de los mismos y un compuesto que ha sido hidrogenado de
acuerdo con un método convencional. A continuacién el término
“fosfolipido” se denominara algunas veces fosfolipidos para
abarcar los mismos.

Entre aquellos se prefiere un fosfolipido
hidrogenado tal como fosfatidilcolina de soja hidrogenada
(HSPC), esfingomielina (SM), y similares.

Como componente de membrana principal, puede
contener una especie tUnica de fosfolipido o varias especies

de fosfolipidos.
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En un liposoma, se usa preferiblemente como
componente principal de membrana un fosfolipido que tenga una
temperatura de transicién de fase mas elevada que 1la
temperatura del cuerpo (35 a 37°C), para que no pierda
fdcilmente wun farmaco encapsulado durante un periodo de
almacenamiento, o en un cuerpo tal como sangre. Ademds, en el
caso de manufacturar dicho liposoma, este es algunas veces
expuesto a una temperatura mis elevada que la temperatura del
cuerpo. Es decir, el liposoma se manufactura algunas veces
bajo una condicidén de temperatura de aproximadamente 50 a
70°C, por ejemplo aproximadamente 60°C, y el efecto del calor
sobre la formacién del liposoma aumenta, de manera que
preferiblemente se usari un componente principal de membrana
que tenga una temperatura de transicién de fase mids elevada
que aquellas temperaturaé.

Especificamente, el material de membrana principal
es preferiblemente un fosfolipido que tiene un punto de
transicién de fase de 50°C o mis.

El liposoma puede contener otro componente de la
membrana conjuntamente con el componente principal de
membrana antes descrito. Por ejemplo, se prefiere que un
liposoma contenga un lipido distinto de un fosfolipido o un
derivado del mismo (a continuacién, denominado algunas veces
otros lipidos), y que la membrana se forme de un lipido mixto

conjuntamente con el fosfolipido antes descrito.
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El término ™“lipido distinto de un fosfolipido”
significa un lipido que tiene un grupo hidrofébico compuesto
por un grupo alquilo de cadena larga o similares en su
molécula y gque nce contenga ninglin grupo fosfato en su
molécula. Ejemplos del mismo incluyen, perc no estan
particularmente limitados a, gliceroglicolipidos,
esfingoglicolipidos, y esteroles tales como colesterol
(descrito a continuaciédn como un agente estabilizador), y un
derivado del mismo tal como un producto hidregenado. Ejemplos
del derivado de colesterol incluyen esteroles donde cada uno
tiene un anillo ciclopentanhidrofenantreno, y entre los
ejemplos especificos del mismo se incluyen, pero no estan
particularmente limitados a, colesterol.

El lipido mixto puede contener una especie sola o
varias especies de los otros lipidos.

La velocidad de liberacién de 1la formulacién de
irinotecan en el plasma puede regularse mediante la cantidad
de colesterol. Para disminuir la velocidad de liberacién a un
nivel bajo, 1la formulaciétn contiene colesterol en una
proporcién de 0 a 21% mientras que para aumentar la velocidad
de liberacién a un nivel alto, la formulacién contiene
colesterol en una proporcién de 30 a 50 % en moles
preferiblemente 40 a 50 % en moles.

Un liposoma en la presente invencién puede mantener

la estructura de membrana anteriormente descrita junto con el
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lipido formador de membrana antes descrita y puede contener
otros componentes de membrana capaces de ser contenidos en el
liposoma sin apartarse de los objetos de la presente
invencién. Ejemplos de los otros componentes de membrana
incluyen un agente modificador de superficie para proveer una
caracteristica propuesta para un componente de membrana
portadora mediante el cambio de una propiedad fisica del
lipido. Ejemplos del agente modificador de superficie
incluyen, pero no estan particularmente limitados a, wuna
sustancia cargada comoc un derivado de un polimero
hidrofilico, un derivado de un polisacdarido soluble en agua y
similares.

Ejemplos de las sustancias cargadas incluyen, pero
no estan particularmente limitadas a, un compuesto gque tiene
un grupo funcional bésico tal como un grupo amino, un grupo
amidinio © un grupo guanidino; un compuesto que tiene un
grupo funcional acido; y similares.

Ejemplos del compuesto basico incluyen DOTMA
descrito en JP 61-161246 A, un DOTAP descrito en JP 05-508626
A, un transfectam descrito en JP 02-292246 A, TMAG descrito
en JP 04-108391 A, sal de clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina descrito en la WO 97/42166, vy
similares, DOSPA, TfxTM-50, DDAB, DC-CHOL, y DMRIE.

Ejemplos del compuesto que tiene el grupo funcional

dcido incluyen: un &4cido graso tal como un A4Acido oleico;
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4cido estedrico; gangliosidas que tienen un dcido sidlico tal
como gangliosida GM1 y gangliosida GM3; un surfactante &cido
a base de amino 4cido tal como N-acil-L glutamina, y
similares.

En el caso de que la sustancia cargada antes
descrita sea una sustancia gque incluye un compuesto que tiene
un grupo funcional bdsico unido a un lipido, se denominara un
lipido cationizado. lLa porcién lipida del lipido cationizado
es establilizada en una bicapa de lipidos de un liposoma, y la
porcién del grupo funcional bdsico puede existir sobre 1la
superficie de la membrana de la bicapa del 1lipido del
portador (en la superficie externa de la membrana y/o en la
superficie interna de la membrana). La modificacién de 1la
membrana con un lipido cationizado permite mejorar la
capacidad de adhesién o similares entre la membrana de
liposomas y las células.

Ejemplos de polisacaridos solubles en agua incluyen
pero estdn particularmente limitados a polisacdridos solubles
en agua tales como 4&cido glucorénido, acido siidlico,
dextrano, pululan, amilosa, amilpectina, quitosan, manan,
ciclodextrina, pectina, y carragenina. Un ejemplo de un
derivado polisacdrido soluble en agua incluye un glicolipido
o similares.

Ejemplos de polimeros hidrofilicos incluyen pero no

estan particularmente limitados a polietilenglicol, Ficoll,
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alcohol polivinilico, un copolimero alternado de estirena-
anhidrido maleico, un copolimero alternado de éter-anhidrido
maleico, polivinil pirrolidona, éter polivinil metilico,
polivinil metil oxazolina, polietil oxazolina,
pelihidroxipropil oxazolina, peolihidroxipropil metacrilamida,
polidimetil acrilamida, metacrilato de polihidroxipropilo,
acrilato de polihidroxietilo, hidroximetil celulosa,
hidroxietil celulosa, poliasparto amida, y poliamino acido
sintético.

El polimero hidrofilico preferiblemente tiene una
estructura para modificar un 1liposcma. En particular, un
extremo de la cadena polimérica tiene preferiblemente la
estructura. Es decir, se prefiere que el polimero hidrofilico
que se usa para la modificacién, incluya una porcién de
cuerpo principal del peolimero hidrofilico y wuna porcién
estructural para modificar un liposoma. En casc de que la
estructura sea una porciédn hidrofébica tal comc un lipido, 1la
porcién de cuerpo principal del polimero hidrofilico se fija
de manera de proyectarse desde la superficie externa del
liposoma de modo que la porcidén hidrofébica quede insertada
en la membrana del liposoma, mientras que en el caso en el
que la estructura sea un grupo funcional reactivo capaz de
unirse covalentemente a un componente de membrana del
liposoma, la porcién del cuerpo principal del polimero

hidrofilico se fija de manera que se proyecte desde 1la
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superficie externa del liposoma mediante un enlace covalente
a un componente de la membrana de liposomas tal como un
fosfolipido expuesto en la superficie externa del liposoma.

A continuacién, se describirda un compuesto
hidrofébico para usarlo en la formacién de un compuesto
polimérico hidrofébico de polimero hidrofilico, mediante un
enlace a una porcidn de cuerpo principal de un polimero
hidrofilico.

El compuesto hidrofébico no esta particularmente
limitado. Ejemplos del mismo incluyen un compuesto que tiene
una regién hidrofébica (compuesto hidrofébico). Ejemplos del
compuesto hidrofébico incluyen: un fosfolipido y otro lipido
tal como un esterol que forman un lipido mixto descrito a
continuacién; un alcohol alifatico de cadena larga; un éster
de 4acido graso de glicerina; y similares. Entre éstos, un
fosfolipido es un aspecto preferible. Ademds, el compuesto
hidrofébico puede tener un grupo funcional reactivo. Un
enlace formado mediante el grupo funcional reactivo es
convenientemente un enlace covalente, y un ejemplo especifico
del mismo incluye pero no esta particularmente limitado a un
enlace amida, un enlace éster, un enlace éter, un enlace
sulfuro o un enlace disulfuro.

Una cadena de acilo incluida en el fosfolipido es
conveniente un acido graso saturado. La longitud de cadena de

la cadena acilo es convenientemente Ci4 a Cao, mas
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convenientemente Cis a Cip. Ejemplos de 1la cadena acilo
incluyen dipalmitecilo, diestearoilo y palmitoilestearoilo.

Un fosfolipido no estd particularmente limitado.
Por ejemplo, como fosfolipido, puede usarse uno que tenga un
grupe funcional capaz de reaccionar con el polimero
hidrofilico. Ejemplos especificos de dichos fosfolipidos que
tienen un grupo funcional capaz de reaccionar con un polimero
hidrofilico incluyen fosfatidil etanolamina que tiene grupos
amino, fosfatidilglicerol que tiene grupos hidroxi vy
fosfatidilserina que tiene grupos carboxi. Es un aspecto
preferible usar la fosfatidil etanolamina antes descrita.

Un derivado polimerc hidrofilico-lipido estéa
compuesto por el polimero hidrofilico y el 1lipido antes
descritos. La combinacién del polimero hidrofilico y el
lipido antes descritos no estdn particularmente limitada.
Dependiendo del propésito, puede emplearse una combinacién
apropiada. Ejemplos de la misma incluyen un derivado
polimérico hidrofilico formado por la unién de por lo menos
un miembro seleccionado de un fosfolipido, otros 1lipidos
tales como esterol, alcohol alifdtico de cadena larga, vy
éster de Acido graso de glicerina, con por lo menos un
miembro seleccionado de PEG, PG y PPG. Ejemplos especificos
del mismo incluyen wun polioxipropileno alquilo, en
particular, es un aspecto preferible que en el caso en el que

el polimero hidrofilico es polietilenglicol (PEG), se

3]



10

15

20

25

26

seleccione un fosfolipido o un colesterol como lipido.
Ejemplos de un derivado PEG-lipido formado por dicha
combinacién incluyen un derivado PEG-fosfolipido o un
derivado PEG-colesterol.

Para el derivado polimero hidrofilico-lipido, puede
selecclonarse un derivado cargado positivamente,
negativamente o neutralmente, mediante la seleccién del
lipido. Por ejemplo, en el caso en el cual DSPE es
seleccionado como lipido, el derivado lipido exhibe una carga
negativa medliante el efecto de los grupos fosfato, mientras
que en el caso en el que el colesterol es seleccionado como
lipido, el derivado lipido exhibe una carga neutra. El lipido
puede seleccionarse dependiendo del propésito.

El peso molecular de PEG no estd particularmente
limitado. En general el peso molecular de PEG es de 500 a
10.000 daltons preferiblemente 1.000 a 7.000 daltons, y mas
preferiblemente 2.000 a 5.000 daltons.

El peso molecular de PG no estda particularmente
limitado. En general el peso molecular de PG es 100 a 10.000
daltons, preferiblemente 200 a 7.000 daltons, y mas
preferiblemente 400 a 5.000 daltons.

El peso molecular de PPG no estda particularmente
limitado. En general el peso molecular de PPG es 100 a 10.000
daltons preferiblemente 200 a 7.000 daltons y mas

preferiblemente 1.000 a 5.000 daltons.
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Entre éstos, un aspecto preferible es un derivado
PEG-fosfolipido. Ejemplos del derivado PEG-fosfolipido
incluyen polietilenglicol-deasteroil-fosftidil etanolamina
{PEG-DSPE). El PEG-DSPE es preferible debido a que es un
compuesto para propésitos generales y es facilmente
cbtenible.

El polimero hidrofilico antes descrito puede usarse
solo o pueden usarse dos o mids de los polimeros en
combinacién.

Dicho derivado polimero hidrofilico-lipido puede
manufacturarse mediante un método convencionalmente conocido.
Ejemplos de un método para sintetizar un derivado PEG-
fosfolipido que es un ejemplo del derivado polimero
hidrofilico-lipido incluyen un método para la reacciédn de PEG
con un fosfolipido que tiene un grupo funcional capaz de
reaccionar con PEG, usando un catalizador. Ejemplos del
catalizador incluyen cloruro ciantirico, carbodiimida,
anhidrido &acido y glutaraldehido. El grupo funcional antes
descrito estid unido covalentemente a PEG mediante dicha
reaccién, para proporclonar de esta manera un derivado PEG-
fosfolipido.

En un liposoma que ha sido sometido a una
modificacién de superficie mediante el uso de un derivado de
polimero hidrofilico-lipido cuando se previene la absorcién

de una proteina oxonina o similares en el plasma en la
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superficie del 1liposoma, se mejora 1la estabilidad del
liposoma en la sangre, puede evitarse la captura mediante
RES, y puede mejorar la capacidad de liberacién del farmaco a
un tejido o célula que constituyen el objetivo de 1la
liberacién del férmaco.

La relacién modificada de un 1lipido de membrana
(lipido total) mediante el derivado polimero hidrofilico-
lipido antes descrito, se efecttia de manera que el régimen al
lipido de la membrana sera de generalmente 0.1 a 20 % en
moles, preferiblemente 0.1 a 5% en moles, mi&s preferiblemente
0.5 a2 5 % en moles.

Cabe observar que en la presente invencién, el
término “lipidos totales” significa los lipidos totales que
forman una membrana, distintos del derivado polimero
hidrofilico-lipido. Especificamente, se incluyen fosfolipidos
y otros 1lipidos {incluyendo colesterol), se incluye
adicionalmente un agente modificador de superficie en el caso
en el que se incluye un agente modificador de superficie
distinto del derivado polimero hidrofilico-lipido, pero no se
incluye un fosfolipido tal como una fosfatidil etanolamina
(PE}) o© colesterol, que estdn incluidos en el derivado
polimero hidrofilico-lipido.

En la presente invencién, la modificacién de la
membrana del liposoma mediante el derivado polimero

hidrofilico—liﬁido (PEG~PE) antes descrito puede efectuarse
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mediante la distribuciétn de un polimero hidrofilico (PEG)
tanto en el interior como en el exterior de la bicapa de
membrana del lipido, o mediante distribucién selectiva en la
membrana exterior. Especificamente, en la preparacién de una
formulacién de liposoma descrita a continuacién, el liposoma
puede formarse después de mezclar un lipido formador de
liposoma y PEG-PE uniformemente (pre-introduccién). El1 PEG-PE
puede introducirse después de formar el liposoma mediante un
método convencional wusandoe un 1lipido mixto obtenido por
mezcla de los 1lipidos formadores de liposomas que no
contienen PEG-PE (post-introduccién), pero es particularmente
preferible un 1liposoma formado mediante 1la modificacién
selectiva de superficie de Unicamente la capa externa de la
membrana de bicapa de 1lipidos, por meodificacién de 1la
superficie de la membrana con un polimero hidrofilico desde
la parte exterior después de formar un liposoma no modificado
compuesto por la bicapa de 1lipidos (post-introduccién). En
este caso, cuando se usa un derivado polimero hidrofilico-
lipido como agente modificador para introducir un polimero
hidrofilico, la porcién polimérica hidrofilica se mantiene en
un estado que se proyecta hacla la parte exterior, y 1la
porcién lipida, que es una porcién hidrofébica, se mantiene
en un estado estable mediante la entrada de la membrana de
bicapa de lipidos del liposoma, de manera que puede formarse

un liposoma que tiene la superficie externa de la capa de la
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bicapa de lipidos sobre la cual hay una unién de polimero
hidrofilico al lipido y se distribuye.

Después de la etapa de formacién de liposoma,
ocurre una desestabilizacién tal como una agregacién en el
liposoma que depende de la temperatura o del tiempo. Dicha
desestabilizacién es diferente seqgin la composicién del
lipido del liposoma, de modo que se sabe que la temperatura o
el tiempo son diferentes de acuerdo a la composicién del
lipido. Para evitar la desestabilizacién que es diferente de
acuerdo con la composicién del 1lipido, es conveniente
establecer una etapa de modificacién del polimero hidrofilico
después de la etapa de formacién del liposoma.

El momento de agregar un polimero hidrofilico en
una etapa de adiciétn de polimero hidrofilico, es
convenientemente cerca de inmediatamente después de la etapa
de formacién del liposoma. Especificamente, el tiempo estd
comprendido preferiblemente dentro de 180 minutos porque el
efecto del calor sobre los componentes de la membrana o las
sustancias encerradas es pequefio. El tiempo esta
preferiblemente comprendido dentro los 120 minutos, méas
preferiblemente dentro de los 45 minutos, mas
convenientemente inmediatamente después de la etapa de
formaciétn del liposoma. MAs especificamente, después de 1la
etapa de formacién del liposoma, el dispersante de liposoma

puede verterse directamente a una solucién polimérica
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hidrofilica. Mientras tanto, puede adoptarse un método de
adicién de una solucién polimérica hidrofilica al dispersante
liposoma después de la etapa de formacién del 1liposoma.
Ademids puede adoptarse también un método para decantar el
dispersante liposoma y la sclucién polimérica hidrofilica
simultdneamente en otro contenedor para la mezcla. En este
caso, desde el punto de vista de la uniformidad de
concentracién y uniformidad de temperatura, es conveniente
agregar una etapa de agitacién mediante un dispositivo
agitador o similar.

Después de la adicién de un polimero hidrofilico en
una etapa de modificacién del polimero hidrofilico, la mezcla
se agita convenientemente con calentamiento por un periodo de
tiempo predeterminado a una temperatura de transicidén de fase
o superior. El tiempo de la agitacidén con calentamiento es de
0 a 120 minutos, preferiblemente de 0 a 60 minutos, y mas
preferiblemente de 0 a 45 minutos.

Contrariamente a los métodos antes descritos, un
liposoma que contiene un lipido formador de membrana tal como
un fosfoliplide que tiene un grupo funcional reactivo es
manufacturado por un método convencional, y luego se agrega
un PEG de extremo activado al liquido externo del 1liposoma
para unirlo a un lipido formador de membrana tal como un
fosfolipido que tiene el grupo funcional para manufacturar de

esta manera un liposoma.
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A diferencia de los métodos antes descritos, los
componentes antes descritos se mezclan, y la mezcla se
descarga a una presidén elevada mediante un emulsionador de
tipo de descarga de alta presién, para proporcionar un
liposoma. Este método ha sido especificamente descrito en
“Liposome in Life Scilence” (Terada, Yoshimura, et al.;
Springer-Verlag Tokio (1992)), que se incorpora aqui como
referencia.

En el caso anteriormente descrito, para dimensionar
el liposoma hasta un tamafio predeterminado, se encuentran
disponibles ciertas técnicas (editado por G. Gregoriadis
“"Liposome ' Technology Liposome Preparation and Related
Techniques” 2™ edicién, Vol. I-III, CRC Press), que se
incorpora aqui como referencia.

Como estructura de membrana de 1lipidos de un
liposoma, se conocen estructuras de membrana tales como
vesiculas unilaminares (pequefla vesicula unilaminar (SUV) o
vesiculas unilaminares grandes (LUV)), capa de lipidos y una
vesicula multilaminar {MLV) que incluye una pluralidad de
capas de lipidos.

Aunque un liposoma de acuerdo con la presente
invencidén puede estar compuesto por cualquier estructura de
membrana, preferiblemente es un liposoma compuesto por una
vesicula wunilaminar, y especificamente es preferible un

liposoma LOUV.
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Un dispersante liposoma puede formarse en una forma
unilaminar haciéndolo pasar forzosamente a través de un
filtro varias veces usando un extrusor. En general, se usan
dos o mias especies de filtros que tienen diferentes tamafios
de poros (un filtro que tiene un tamafio de poro mas grande
que un tamaflo de poro predeterminado y un filtro para obtener
finalmente un tamanfo de poro predeterminado). Cuantas mas
veces pasan por filtros que tienen diferentes tamafios de
poros usando un extrusor, mas alto sera el régimen de
formacién unilaminar, de modo que el producto resultante se
conslderard como un liposoma practicamente compuesto por una
vesicula unilaminar. El liposoma pradcticamente compuesto por
una vesicula unilaminar especificamente significa un liposoma
que tiene una vesicula unilaminar en la que el régimen de
vesicula unilaminar para todos los portadores (vesiculas) que
forman la formulacién de liposoma puede ser de 50% o méas,
preferiblemente 80% o méas.

En el liposoma anteriormente descrito, las cadenas
del polimero hidrofilico en su superficie externa estén
distribuidas hacia la parte exterior del liposoma, mientras
que la superficie lateral a la fase acuosa interna de la capa
interna de la bicapa de lipidos no estid modificada, de modo
que las cadenas del polimero hidrofilico no estéan
sustancialmente distribuidas en la fase acuosa interna. En el

caso de un liposoma que tliene la estructura de distribucién,
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la estabilidad de la membrana puede mantenerse en comparacién
con un liposoma que tiene 1los polimeros hidrofilicos
distribuidos en ambos lados de las capas interna y externa de
la membrana de bicapa incluso si el valor de pH de la fase
acuosa interna es bajo. Ademas, puede obtenerse un efecto de
estabilidad en la sangre incluso si la cantidad total de
polimeros hidrofilicos es pequefila en comparacién con un
liposoma que tiene los polimeros distribuidos en ambos lados
de las capas interna y externa de la membrana de bicapa.

Cabe observar que el término ‘“capacidad de
retencién en la sangre” se refiere a una propiedad que
significa que un farmaco encerrado en un portador esta
presente en la sangre. Cuando el farmaco es liberado del
portador, desaparece radpidamente el farmaco de la sangre y
afecta un sitio expuesto al farmaco. Puede administrarse un
fdrmaco que tiene excelente capacidad de retencién en la
sangre, a una dosis mas pequefla.

Un portador de la presente invencién puede estar en
forma de una esfera o en una forma similar. El1 tamaflo de
particula del mismo no estd particularmente limitado pero es
de 0.02 a 250 pm, preferiblemente de 0.03 a 0.4 pum, mas
preferiblemente de 0.05 a 0.2 um. El didmetro exterior de la
particula es un valor promedio del diadmetro de todas las
particulas de una formulacidén de liposoma, que se determina

por el método dindmico de dispersién de luz. Especificamente,
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la determinacién puede llevarse a cabo usando Zetasizer
(Malven Instruments 3000HS o S ZEM 5002).

Una formulacién de irinotecan de la presente
invencién puede contener adicionalmente un estabilizador y/o
antioxidante farmacéuticamente aceptables dependiendo de su
via de administracién. Ejemplos del estabilizador incluyen,
pero no estin particularmente limitados a, sacaridos tales
como glicerol y sucrosa. Ejemplos del antioxidante incluyen,
pero no estan particularmente limitados a, &4cido ascérbico,
dcido Grico, homélogos de tocoferol (por ejemplo, vitamina E)
y similares. Existen cuatro isémeros de tocoferol (a, B, v ¥
8), todos los cuales pueden usarse en la presente invencién.

La formulacién de irinotecan puede contener
adicionalmente un aditivo farmacéuticamente aceptable
dependiendo de su via de administracién. Ejemplos del aditivo
incluyen agua, solucién salina fisiolégica, solvente organico
farmacéuticamente aceptable, colédgeno, alcohol polivinilico,
polivinil pirrolidona, polimero carboxivinilico,
carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilato de sodio,
alginato de sodio, dextrano soluble en abua, almidén de sodio
carboximetilo, pectina, metilcelulosa, etilcelulosa, goma
xantano, goma acacia, caseina, gelatina, agar, diglicerina,
proplilenglicol, polietilenglicol, petrolato, parafina,
alcohol esteadrico, dcido estedrico, albtimina de suero humano

{HSA) , manitoel, sorbitol, lactosa, PBS, un polimero
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biodegradable, un medio 1libre de suero, un surfactante
aceptable como aditive farmacéutico, wun buffer de pH
fisiolégico aceptable en un cuerpo vivo, o similares. El
aditivo que se usa no estd limitado, pero puede seleccionarse
entre los aditivos anteriormente descritos dependiendo de su
forma de dosificacién en forma apropiada o en combinacién con
otro aditivo.

En la presente invencién, puede proveerse como
composicién farmacéutica una formulacidén de irinotecan que
contiene dichos aditivos. Una composicién farmacéutica de la
presente invenciétn puede almacenarse mediante un método
general, por ejemplo, en un refrigerador a una temperatura de
0 a 8°C o a temperatura ambiente de 1 a 30°C.

En la presente invencién, un liposoma tiene una
forma que encierra
CPT-11. Se sabe que un anillo de a-hidroxi lactona en el CPT-
11 se hidrclizard a un rango de pH superior a la condicién
neutra. Por lo tanto, en el liposoma de la presente
invencién, la fase acuosa interna del liposoma es necesaria
para mantener un pH acido para suprimir la hidrélisis del
anillo a~hidroxi lactona independientemente de si se toma el
CPT-11 en la bicapa de lipidos o en la fase acuosa interna.

Se sabe que generalmente un lipido se hidroliza
dependiendo de la temperatura o© el valor del pH. En

particular, se sabe que los carboxilatoésteres de Acido graso
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en las posiciones sn-1 y sn-2 son facilmente hidrolizadas y
descompuestas hasta un lisolipido y un &cido graso (Grit et
al., Chem. Phys. Lipids 64, 3-18, 1993). Dichos productos
descompuestos alteran la composicién convencional de la
membrana del 1lipido, y aumenta la permeabilidad de 1la
membrana del lipido, lo cual da como resultado un deterioro
de la estabilidad del liposoma. Por lo tanto, cuando la fase
acuosa interna se mantiene Acida, el pH en la fase acuosa
externa es convenientemente aproximadamente neutral deade el
punto de vista de la estabilidad del lipido.

Una situacién en la que estas dos condiciones
contrarias estidn mas severamente restringidas es la etapa de
introduccién de un farmaco. En la etapa de introduccién del
farmaco, es necesario calentar la mezcla hasta por lo menos
una temperatura de transicién de fase de la membrana del
lipido, que promueve significativamente la hidrélisis del
lipido. Con el fin de suprimir la hidr6lisis del lipido, es
conveniente establecer el pH en la fase acuosa externa hasta
aproximadamente neutralidad. Sin embargo, cuando el pH de la
fase acuosa externa se fija hasta aproximadamente
neutralidad, se promueve la hidrbélisis de un anillo de a-
hidroxi lactona en CPT-11. En vista de estas dos condiciones
contrarias, el valor del pH en la fase acuosa externa en la
etapa de introducci6én del farmaco, es preferiblemente de 4.0

a 8.0, mads preferiblemente de 4.0 a 7.0, Yy Mmas
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preferiblemente de 5.0 a 7.0.

Para completar una formulacién de irinotecan
altamente incorporada de acuerdo con la presente invencién,
se forma un liposoma portador, y luego se lleva a cabo un
método denominado método de carga remota para introducir el
fadrmaco usando un gradiente iénico interior/exterior de 1la
membrana del liposoma. El método de carga remota puede usarse
para un farmaco coman capaz de existir en un estado de carga
en el caso en el cual el fdrmaco se disuelve en un medio
acuoso apropiado. Cuando s8e forma un gradiente 1énico
interno/externo del liposoma, el farmaco puede encapsularse
para penetrar la membrana del liposoma dependiendo del
gradiente formado.

Ejemplos de un gradiente iénico formado a través de
la membrana del liposoma incluyen un gradiente de
concentracién de Na'/K'. Una técnica para agregar un farmaco a
un liposoma previamente formado mediante el método de carga
remota para un gradiente de concentracién de Na*/K' se
describe en la patente norteamericana 5.077.056 (que se
incorpora aqui como referencia), lo cual puede llevarse a
cabo con referencia a la descripcién.

En la presente invencién, preferiblemente los
ejemplos del gradiente iénico incluyen un gradiente de
concentracién de protones, y se ejemplifica un modo de un

gradiente de pH formado mediante el establecimiento del valor
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de pH del interior de la membrana (fase acuosa interna) mas
bajo que el valor de pH de la parte externa de la membrana
(fase acuosa externa). Especificamente, el gradiente de pH
puede formarse en base a un gradiente de concentracién de ién
amonio y/o un gradiente de concentracién de un compuesto
orgadnico que tiene un grupo amino capaz de ser protonado.

Un ejemplo especifico de un método de encapsulacién
de un fArmaco (irinotecan o una sal del mismo) en un liposoma
usando el gradiente de concentracién de ién amonio, se
describird a continuacién. En primer 1lugar, se forma
previamente un liposoma en un buffer acuoso que contiene 0.1
a 0.3 M de una sal de amonio, y se intercambia el medio
externo por un medio que no contiene iones amonio (por
ejemplo, una solucién de sucrosa), para formar de este modo
un gradiente de ién amonio en el interior/exterior de la
membrana del liposoma. Los iones amonio interiores estén
equilibrados con amonifaco y protones, y el amoniaco penetra
la membrana del lipido y se dispersa para eliminar el
amoniaco del interior del 1liposoma. Con la eliminacién de
amoniaco, la porcidén equilibrada en el liposoma pasa a la
formacién de protones. Como resultado, se acumulan protones
en el liposoma, y se forma un gradiente de pH en el
interior/exterior del liposoma. Cuando se agrega un farmaco a
un dispersante liposoma que tiene dicho gradiente de pH, el

farmaco estd encerrado en el liposoma.
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Una sal de amonio capaz de formar un gradiente de
concentracién de ié6én amonio incluye, pero no esté
particularmente limitada a, sulfato de amonio, hidréxido de
amonio, acetato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de
amonio, citrato de amonio, succinato de amonio, lactobionato
de amonio, carbonato de amonio, tartrato de amonio y oxalato
de amonio.

Cabe observar que una técnica para introducir un
farmaco en un liposoma previamente formado mediante el método
de carga remota para un gradiente de concentracién de ién
amonio ha sido descripta en la patente norteamericana
5.192.549 (que se incorpora aquli como referencia), lo cual
puede llevarse a cabo con referencia a la descripcién.

Convenientemente, el compuesto orgénico que tiene
un grupo amino capaz de ser protonado tiene bajo peso
molecular. Ejemplos especificos del mismo incluyen, pero no
estdn limitados a, metilamina, etilamina, propilamina,
dietilamina, etilendiamina y similares.

En la presente invencién, un modo apropiado es
incorporar el 1irinotecan © una sal del mismo mediante un
método de carga remota usando el gradiente de concentracién
de ién amonio.

Una formulacién de irinotecan de la presente
invencién se forma incorporando el irinotecan o una sal del

mismo en el portador anteriormente descrito a una
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concentracién superior a 0.07 mol/mol (mol de farmaco/mol de
lipido total de membrana), preferiblemente superior a 0.1
mol/mol.

En la presente invencién, el término “encerrar”
significa un estado en el cual un farmaco estid encapsulado en
un portador. El1 término significa también un estado en el
cual parte o la totalidad de las moléculas del farmaco estdn
incluidas en una capa de un lipido que es un componente del
portador. Un portador de acuerdo con la presente invencidén es
purificado por wun método cominmente wusado (tal como
filtracitbn de gel, dialisis, separacién de membrana o
centrifugacién}, para remover de esta manera los fArmacos que
no han quedado descargados en el portador.

Se provee un portador después de la etapa de
remocién de los fArmacos no descargados. Por lo tanto, puede
ocurrir un gradiente de concentracidén de farmaco entre 1la
parte interior y exterior del portador a través de una bicapa
de lipidos. Preferiblemente, el portador de 1la presente
invencién no contiene ningin farmaco libre fuera de la bicapa
de lipidos después de la preparacién del portador. Entonces,
los farmacos no encerrados en el portador son liberados al
Area exterior. El portador de la presente invencién que tiene
farmacos llega hasta el sitio que es el objetiveo, con el
resultado de que libera los farmacos encerrados al sitio que

es el objetivo. La liberacién de los farmacos al sitio
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objetivo puede lograrse tomando farmacos incorporados en el
portador, hasta el sitio que es el objetivo, o ejerciendo el
efecto de los farmacos en el sitio que es el objetivo o en la
vecindad del mismo incluso si los firmacos no han sido
tomados en el sitio objetivo.

En la presente invencién, el término ™“liberar”
significa que un fArmaco encerrado en un portador se difunde
a la parte exterior de una vesicula cerrada pasando a través
de una membrana de lipidos que forman el portador o cambiando
parte de la estructura de la membrana del lipido. Cuando se
metabeliza el clorhidrato de irinotecan en el plasma dentro
de SN-38 que es un metabolito activo y se expone a un sitio
objetivo en una elevada concentracién por un largo periodo de
tiempo, se exhibe una fuerte actividad antineopldsica, de
modo que es importante controlar la liberacién. El1 régimen de
liberacién de una formulacién de irinotecan en el plasma
puede controlarse ajustando la cantidad de colesterol, y se
espera obtener un efecto preferible mediante el ajuste de 1la
cantidad de colesterol. El término “régimen de liberacién”
significa un régimen de un farmaco que pasa por exudacién a
la parte exterior de una vesicula cerrada desde un portador
que encapsula los componentes del portador y clorhidrato de
irinotecan, a un fArmaco incorporado en el portador (relacién
en peso o relacién molar). La frase “el régimen de liberacién

es bajo” significa que la cantidad de un farmace exudado al

48
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exterior de una vesicula cerrada por tiempo unitario es
pequeila.

En la presente invencién, el término “sitio
objetivo” significa un sitio especifico en el cual se libera
un farmaco encapsulado en un portador y actta, y significa
una célula, tejido, 6rgano u érgano interno que estéd
especificado en cada sitio, y un interior del mismo. El sitio
objetivo tal como una célula, un tejido, un oérgano o el
érgano interno, y una parte interior del mismo pueden ser un
sitlo que es necesario tratar con un farmaco. Cuando el
farmaco liberado es expuesto al sitio, ejerce un efecto.
Ejemplos del sitio objetivo incluyen, pero no estan
particularmente limitados a un tumor.

Ejemplos de un tumor que es necesario tratar
incluyen, pero no estd particularmente limitado a un tumor
sélido. Ejemplos especificos del mismo incluyen cancer
esofdgico, cancer gistrico, cancer de colon, céncer de
intestino grueso, cancer rectal, cincer pancredtico, cancer
de higado, cancer de 1laringe, céncer de pulmén, céancer
prostdtico, céancer de vesicula, céncer de mama, céancer
uterino y cancer ovario. El sitio objetivo es una célula
tumoral, un tejido, un érgano o el érgano interno, una parte
interior del mismo y similares. Por lo tanto, en la presente
invencién, una enfermedad significa el tumor antes descrito,

y se espera que un fadrmaco ejerciera un efecto antineoplasico
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en el mismo.

En la presente invencién, el términoc “exposicién”
significa que un farmaco liberado en la parte exterior de un
portador actia sobre el 4&rea exterlor. Especificamente,
cuando un farmaco liberado llega cerca y entra en contacto
con el agitio objetivo, el faArmaco ejerce su efecto
antineoplasico como accién del mismo. Cuando el firmaco actda
sobre el sitlo objetivo actia tépicamente sobre una célula en
un ciclo celular en el cual se lleva a cabo una sintesis de
ADN, de modo de ejercer un efecto esperado. Para ejercer
dicho efecto, deberia mantenerse un equilibrio entre el
régimen de liberacién de un farmaco desde un portador y 1la
capaclidad de retencién del portador en la sangre.

Un portador de 1la presente invencién 1libera
irinotecan y/o una sal del mismo a un régimen de liberacién
preferido, y el irinotecan liberado y/o la sal del mismo son
adicionalmente metabolizados en SN-38 que es un metabolito
activo. La presente invencién se usa para exponer SN-38 a un
sitio objetivo predeterminado por un largo periodo de tiempo.
Por lo tanto, en la presente invencién, para evitar y/o
tratar una enfermedad sufrida por un huésped, puede
efectuarse la administracidén sistémica o tépica al huésped
(paciente) parenteralmente mediante la administracién de un
portador en el cual una cantidad eficaz de irinotecan y/o una

sal del mismo estd encerrada para liberar la cantidad eficaz
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de irinotecan y/o0 una sal del mismo en el huésped o para
exponer una cantidad eficaz de SN-38 a un sitio objetive en
una elevada concentracién por un periodo de tiempo
prolongado. Ejemplos del huésped como objetivo de
administracién incluyen mamiferos, preferiblemente seres
humanos, monos, ratones, ganado y similares.

Entre los ejemplos de la via de administracién
parenteral que deben seleccionarse se incluye inyeccién
intravenosa (i.v.) tal como goteo, inyeccidédn intramuscular,
inyeccién intraperitoneal, e 1nyeccidén subcutédnea, y el
método de administracién puede seleccionarse apropiadamente
dependiendo de la edad o sintoma de un paciente. Un portador
de la presente invencién se administra a un paciente que
sufre de una enfermedad en una cantidad suficiente para curar
el sintoma de la enfermedad o para aliviar por lo menos parte
del sintoma. Por ejemplo, una dosis eficaz de un farmaco para
ser encapsulado en un portador se selecciona dentro de un
rango de 0.01 mg hasta 100 mg por kg de peso corporal por
dia. Sin embargo, 1la dosis del portador de 1la presente
invendibn no se limita a la misma. Para el periodc de
administracién, la administracién puede 1llevarse a cabo
después del inicio de la enfermedad, o puede llevarse a cabo
profildcticamente para aliviar el sintoma en el momento de
inicio de la enfermedad en el caso de haber sido pronosticado

el comienzo de la enfermedad. Ademas, un periodo de
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administracién puede seleccionarse apropiadamente dependiendo
de la edad o sintoma de un paciente.

Ejemplos especificos del método de administracién
incluyen la administracién de una composicién farmacéutica
usando una jeringa o goteo. Mientras, se inserta un catéter
dentro de un cuerpo (por ejemplo, lumen o vaso) de un
paciente o un huésped para guiar su borde alrededor del sitio
objetivo, y la composiclédn puede administrarse a través del
catéter desde un sitio objetivo predeterminado © desde 1la
vecindad del sitio o un sitio en el cual se espera que fluya
la sangre hacia el sitio objetivo.

Tal como se describié en los Ejemplos, cuando el
régimen de liberacidén de un farmaco encerrado en un portador
de la presente invencién ha sido determinado, se descubre que
el régimen de liberacién es bajo. Para calcular el régimen de
liberacién, el portador de la presente invencién es
precipitado por centrifugacién, y se determina la cantidad de

farmaco presente en el sobrenadante y portador.

Ejemplos

A continuacién, la presente invencién se describira
en forma mas detallada a modo de ejemplos, pero la presente
invenciétn no se limitard a aquellos ejemplos y ejemplos de
ensayo.

Cada concentracién y tamaflo de particula de un
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liposoma encapsulado en un farmaco preparado en cada ejemplo
se determina de la manera siguiente.

Concentracién de fosfolipidos (mg/ml): una
concentracién de fosfolipido {HSPC) en una dispersién de
liposoma, que fue determinada usando un equipo para 1la
determinacién de fosfolipidos (Phospholipid C-Test Wako, Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.).

Concentracién de 1lipidos totales (mol/l): una
concentraciétn molar total (mM) de un lipido mixto que es un
componente de una membrana, que s8Se calcula a partir de la
concentracién de fosfolipido anterior. Los lipidos torales
contienen componentes de lipido en un agente modificador de
superficie preparado en forma de un lipido mixto pero no
contienen un lipido ({en los ejemplos, PE (fosfatidil
etanolamina) en PEG-PE o Chol (colesterol) en Chol-PEG} en un
derivado PEG para introducir PEG.

Concentracién de farmaco (mg/ml) : la
concentracién se determiné de 1la manera siguiente: 1la
formulacién obtenida anteriormente se diluyd 40 veces con
solucién salina fisioldégica, y se agregaron 2 ml de metanocl a
50 pl de la mezcla, sequido de medicién de una intensidad de
fluorescencia (longitud de onda de excitacién: 360 nm,
longitud de onda de fluorescencia: 435 nm) de la mezcla
usando un egpectrofluorimetreo. La concentracién de

clorhidrato de 1irinotecan encerrado se representa como
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“cantidad de farmaco (mg/cantidad de formulacién total (ml)"”.

Cantidad de farmaco incorporado (relacién molar
del farmaco/lipidos totales): la concentracién de clorhidrato
de irinotecan encerrado en un portador se representa como una
relacién molar de farmaco/lipidos totales, que se calcula a
partir de una relacién de la concentracién de farmaco a 1la
concentracién de lipidos.

* Tamaflo de particula (nm): se diluyeron 20 ul de
una dispersién de liposoma en 3 ml con soluciétn salina
fisiolégica, y se determindé un tamafio de particula promedio
mediante Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments).

Los siguientes son nombres abreviados y pesos
moleculares de los componentes usados.

HSPC: fosfatidilcolina de soja hidrogenada (peso
molecular: 790, manufacturado por Lipoid, SPC3)

Chol: colesterol {peso molecular: 3B6.65, Solvay)

PEGsgoo-PE: polietilenglicol (peso molecular: 5.000)
- fosfatidil etanolamina (peso molecular: 5.938, Genzyme
Corporation)

PEG2g00—PE: polietilenglicol (peso molecular: 2.000)
- fosfatidil etanolamina (peso molecular: 2.725, NOF
Corporation)

PEGjg00-Chol: polietilenglicol (peso molecular:
1.600) - colesterol (peso molecular: 1.982, NOF Corporation)

CPT-11: clorhidrato de irinotecan (peso molecular:
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677.19)
R-DHPE: rodamina dihexadecanoil fosfatidil
etanolamina (peso molecular: 1333.81, Molecular Probes, Inc.)
TRX-20: clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina (peso molecular: 609.41, Joko

Pharmaceutical Co., Ltd.)

[Ejemplo 1)

Para confirmar un método capaz de lograr una
formulacién de liposoma con cantidad elevada de clorhidrato
de irinotecan encapsulado se 1ntentdé la introduccién del
farmaco en una concentracién elevada mediante el método de
carga remota (Ejemplo de Preparacién 1) o mediante el método
de carga pasiva (Ejemplo de Preparacién Comparativo 1l). Para
todas las formulaciones del 1liposoma incorporadas con
clorhidrato de irinotecan (abreviadas a continuacié4n como
formulacién de CPT-11), se usé un liposoma PGE-PE (post-
introducido) como portador aunque los métodos se introduccién

son diferentes.

[Ejemplo de Preparacidn 1]} <Método de carga remota>

(1} Preparacién de un 1lipido mixto: 0.422 g de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) y 0.176 g de
colesterol (Chol) se disolvieron en 25 ml de t-butanol (Kanto

Kagaku) calentado a 60°C y la mezcla se enfrié en hielo,
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seguido de secado por congelacién, para preparar de este modo
un lipido mixto de HSPC:Chol = 54:46 (relacién molar).

(2) Preparacién de liposoma: a 0.598 g del lipido
mixto preparado anteriormente se agregaron 10 ml de una
soluciébn de sulfato de amonio 250 mM y se dejé dilatar
completamente el lipido. Luego, se agitdé la mezcla con una
mezcladora de remolino y la mezcla resultante se hizo pasar
secuencialmente a través de un filtro (tamafio del poro: 0.2
mm x 5 veces, 0.1 pm x 10 veces, Whatman) unido a un extrusor
(The Extruder T. 10, Lipex biomembranes Inc.) a 68°C para
preparar de este modo una dispersién de liposoma.

(3) Introduccién de PEG-PE: se agregdé a 1la
dispersién de liposoma resultante 1.21 ml (correspondiente a
0.75 % en moles de la cantidad total de lipidos del 1lipido
mixto) de una solucién de polietilenglicol 5000-fosfatidil
etanolamina (PEGsgeo~PE) en agua destilada (36.74 mg/ml) y la
mezcla se calentd a 60°C durante 30 minutos, para introducir
de esta manera PEGsgy—-PE.

Se efectué una sustitucién de fase acuosa externa
usando uvna columna de gel que habia sido sometida a
sustitucién de solvente con una solucién de 10 mM de
histidina/10% de sucrosa (pH 6.0).

Se determiné una concentracién de HSPC usando un
equipo para la determinacién de fosfolipidos. Se calculé una

cantidad total de lipidos (mM) a partir de la concentracidn
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de HSPC.

(4) Encapsulacié4n del féarmaco: se preparé una
solucién de clorhidrato de irinotecan (CPT-11)/agua RO (agua
purificada de membrana de O&ésmosis inversa) que tenia una
concentracién de 10 mg/ml.

Se agregd la solucidén de clorhidrato de irinotecan
a la dispersién de liposoma en una cantidad de CPT-11/HSPC =
0.2 (p/p) para la concentracién de HSPC (mg/ml} anterior, y
la mezcla se agité a 60°C durante 60 minutos, para introducir
de este modo el clorhidrato de irinotecan. Después de la
introduccién, la muestra se enfrié en hielo. Después de la
encapsulacién del clorhidrato de irinotecan, la dispersién de
liposoma se hizo pasar a través de una columna de gel que
habia sido sometida a sustitucidén con solvente con una
solucién de 10 mM de histidina/10% de sucrosa (pH 6.5) para
remover los fArmacos no encapsulados.

Las composiciones y los tamafios de particula de las
formulaciones de CPT-11 obtenidas anteriormente se muestran
en la Tabla 1.

Se obtuvieron formulaciones de CPT-11 altamente

incorporadas de la presente invencién.

[Ejemplo de Preparacién Comparativo 1] <Método de carga
pasiva>

A 0.2992 g de un 1lipido mixto (HSPC:Chol = 54:46
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{relacidén molar)) preparado mediante el mismo métedo que el
del Ejemplo de Preparacién 1, se le agregaron 5 ml de una
solucién de clorhidrato de irinotecan (CPT-11/10% de solucién
de sucrosa que tiene una concentracién de 10 mg/ml) y se
permitié que el lipido se dilatara completamente. La mezcla
se agité con una mezcladora de remolino, y 1la mezcla
resultante se hizo pasar consecutivamente a través de un
filtro (0.2 pym x 5 veces, 0.1 pum x 10 veces) unido a un
extrusor a 68°C de la misma manera que en el Ejemplo de
Preparacién 1, para preparar de esta manera un liposoma
encapsulado de clorhidrato de irinotecan.

Se agregdé al liposoma 0.61 ml (correspondiente a
0.75 % en moles de la cantidad total de lipidos del lipido
mixto) de PEGsg~PE del mismo modo que en el Ejemplo de
Preparacién 1 (3), y la mezcla se calentd a 60°C durante 30
minutos para introducir de este modo PEGsp00—PE.
Subsiguientemente, se extrajeron los fadrmacos no encapsulados
usando una columna de gel que habia sido sometida a
sustitucién de solvente con una solucién de 10 mM de
histidina/10% de sucrosa (pH 6.5).

Las composiciones y tamafios de particula de las
formulaciones CPT-1l obtenidas anteriormente se muestran en
la Tabla 1.

El farmaco se introdujo con la misma cantidad de

farmaco gque en el Ejemplo de Preparacién 1, pero no se



10

15

20

53

obtuvieron formulaciones altamente encapsuladas de CPT-11

mediante el método de carga pasiva.

[Ejemplo 2]

Se investigd la cantidad inicial necesaria para
obtener una formulacién de CPT-11 altamente encapsulada de la
presente invencién en el método de carga remota.

(Ejemplo de Preparaciédn 2)

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 1 excepto que, en la encapsulacién del farmaco
descripta en el Ejemplo de Preparacién 1 (4), la relaciédn de
CPT-11/HSPC (p/p) de una soluciétn acuosa de CPT-11/RO (10
mg/ml) para ser agreqgada a la dispersién de liposoma con PGE-
PE post-introducido preparado de la misma manera que (1)
hasta (3) se cambié a 0.1, 0.2, 0.4 y 0.B para obtener de
esta manera formulaciones de CPT-11. Las composiciones vy
tamafios de particula de las formulaciones de CPT-11 obtenidas
anteriormente se muestran en la Tabla 1.

Tal como se muestra en la Tabla 1, las
formulaciones altamente incorporadas de CPT-11 que tienen el
farmaco en una concentracién completamente eficaz para uso
clinico pueden obtenerse mediante el método de carga remota
incrementando 1la cantidad inicial de fArmaco (relacién de

farmaco/HSPC).



W)
g9zl 0L¥'0 082 80 1100 Sy ) (€)
VE2 892'0 662 ¥'0 210'0 80°L ) @
8'¥ZL ZEL'0 88l 20 1200 868 (1)
-Z ugeledald
414" €200 zE'L 10 1200 Iy ap ojdwe(3
GL'0| 9OWS } oAgesedwod
Ze0’0 eLEl ugioriedeid
8'0Z1 €100 620 z0 op odwaly
} ugpesedald
602l 1ZL0 e Z0 0£0°0 0921 op ojdwalg
Iejo} 3d I
opidj| op |0 viow Jw/Bw © | oyD/QdSH
wu W/ooBULE) wyBu dd $9[E)0} (OdSH) 3d
ap |oN OdSH/LL-1dD | sopidj] | opidjjoisod opdn
0 (lejow
pesodioou) OJBULIR} ooeuLgy ugoe|aJl) jemiu| uopeledeid
gjnojued g) | oceuugj ep ap uo ap |eiu| BuURIqLlUSW Bj op ojdwealg
ep oyewe} | pepgue) | IOBJUSOUOD pepjued | sopidj 9p upesuasuc) | 8p ugpisodwo)
[T eTqel]
¥Ss
9

ST

0t



10

15

20

25

55

(Ejemplo de Ensayo 1) Estabilidad de formulacién
acelerada a 37°C

Cada formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo
1 se calentd a 37°C por un periodo predeterminado. Después
del calentamiento se diluyé la formulacién de CPT-11 20 veces
mediante el agregado de solucibén fisioldgica salina y se
llevé a cabo una ultracentrifugacién (1 x 10° g, 2 horas,
10°C) para precipitar una formulacién de CPT-11 (liposoma de
clorhidrato de irinotecan encapsulado). La cantidad de
clorhidrato de irinotecan presente en el sobrenadante se
determiné para calcular el régimen de liberacién (%) del
clorhidrato de irinotecan desde la formulacién de CPT-11. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

La formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparaciétn Comparativo 1 demostrdé tener un régimen de
liberacién de clorhidrato de irinotecan de aproximadamente
60% después de calentamiento a 37°C durante 7 dias, mientras
que la formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparacién 1 mediante el método de carga remota demostrdé que
liberaba poco clorhidrato de irinotecan incluso después de
calentar a 37°C durante 7 dias. Por lo tanto, se aclard que
la encapsulacién del clorhidrato de irinotecan dentro de un
liposoma mediante el método de carga remota permite 1la
preparacién de una formulacié4n altamente incorporada de CPT-

11 que tiene excelente estabilidad de formulacién.

6|



10

15

20

25

56

(Ejemplo de Ensayo 2) Estabilidad de formulacién a
37°c

Cada formulacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo
2 se calenté a 37°C por un periodo predeterminado. Después
del calentamiento, de la formulacién de CPT-11, se determind
el régimen de liberacién del clorhidrato de irinotecan de la
misma manera que en el Ejemplo de Ensayo 1. El régimen de
liberacién de cada formulacién de CPT-11 demostré ser 1% o
menos incluso después de calentar a 37°C durante 14 dias.

Por lo tanto, quedé claro que el régimen de
liberaci6n de la formulacién de CPT-11 preparada mediante el
método de carga remota no es afectado en gran medida por la
cantidad de fArmaco incorporado (relacién de férmaco/lipidos
totales) e incluso la formulacién de CPT-11 extremadamente
altamente encapsulada tiene el excelente estabilidad de

formulacién.

[Ejemplo 3]

Se usdé un liposoma que tiene una composicién de
membrana diferente de la del Ejemplo de Preparacién 1 como
portador para preparar una formulacién de CPT-11.
Especificamente, el procedimiento para la encapsulacién de
clorhidrato de irinotecan se llevd a cabo mediante el método
de carga remota de la misma manera que en el Ejemplo de

Preparacién 1 usando un liposoma de PEG-PE post-introducido

62
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(Ejemplo de Preparacién 3) o un liposoma de PEG-PE pre-
introducido (Ejemplo de Preparacién de Referencia 1) que
incluye el lipido mixto que se muestra a continuacién como
componente de la membrana.

(Ejemplo de Preparaciédn 3)

(1) Preparacidén del 1lipido mixto: 1.5317 g de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), 0.6419 g de
colesterol (Chol) vy 0.005 g de rodamina dihexadecanoil
fosfatidil etanolamina (R-DHPE) se disolvieron en 50 ml de t-
butanol calentada a 60°C y la mezcla se enfrié en hielo,
seguido de secado por congelacidén, para preparar de este modo
un lipido mixto que tiene una relacién molar de HSPC:Chol:R-
DHPE = 54:46:0.1.

(2) Preparacién del liposoma: la adicién de 10 ml
de una solucibén de sulfato de amonio 250 mM, la agitacién con
una mezcladora de remolino, y la filtracién con un filtro
unido a un extrusor (0.2 pm x 5 veces, 0.1 um x 10 veces) se
llevaron a cabo de la misma manera que en el Ejemplo de
Preparacién 1 excepto que se usaron 0.37 g del lipido mixto
preparado anteriormente, para obtener de este modo una
dispersién de liposoma.

Subsiguientemente, se llevdé a cabo una sustitucién
de fase acuosa externa con una solucién de 10 mM de
histidina/10% de sucrosa (pR 6.0).

{3) Introduccién de PEG-PE: s8se agregd a la
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dispersién del liposoma resultante una solucién de
polietilenglicol 2000-fosfatidil etanolamina
(PEG2000~PE) en agua destilada (36.74 mg/ml) (correspondiente
a 2.8 % en moles de la cantidad total de lipidos) y la mezcla
se calenté a 60°C durante 30 minutos para introducir de esta
manera PEGzg00—PE.

(4) De la misma manera que en la encapsulacidén del
farmaco del Ejemplo de Preparacién 1, se agregaron 10 mg/ml
de una soluciédn de CPT-1ll/agua RO a la dispersién de liposoma
en una cantidad requerida para CPT-11/HSPC = 0.2 (p/p) con el
fin de introducir clorhidrato de irinotecan.
Subsiguientemente, la mezcla se enfrié en hielo y se
extrajeron los farmacos no encapsulados con una solucién de
10 mM de histidina/10% se sucrosa (pH 6.5). La formulacién de
CPT-11 resultante se muestra en la Tabla 2.

(Ejemplo de Preparaciétn de Referencia 1)

Se repiti6é el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 3 excepto que el PEGyy0—-PE que debia agregarse en
el Ejemplo de Preparacién 3 (3) habia sido agregado
previamente al lipido mixto en forma de un material de
membrana para preparar un Jliposoma que tiene PEG-PE
dispersado en ambos lados de 1las membranas internas vy
externas, para preparar de este modo una formulacidén de CPT-
11. El procedimiento se muestra a continuacién.

A 0.37 g del 1lipido mixto (HSPC:Chol:R-DHPE =
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54:46=0.1 {(relacién molar)) preparado de la misma manera gque
en el Ejemplo de Preparacién 3 (1) y 0.094 g (que corresponde
a la cantlidad de (5.6 moles%) el doble de la cantidad del
Ejemplo de Preparacidén 3) de PEGzy0~PE se le agregé 1 ml de
etancl y la mezcla se disolvidé completamente mediante
agitacién a 65°C durante 30 minutos.

Después de confirmar que la mezcla habia sido
disuelta completamente por agitacién, se agregaron a 1la
solucién de etanol 10 ml de una solucidén de sulfato de amonio
preparada para gque fuera de 250 mM. A continuacién, se
llevaron cabo los mismos procedimientos gque para el Ejemplo
de Preparacién 3 (2) con una mezcladora de remolino y un
extrusor, y se efectud la sustitucidn de fase acuosa externa
para la dispersién de liposoma obtenido mediante el uso de
10% de solucién de sucrosa.

De la misma manera que para el Ejemplo de
Preparacién 3 (4), 10 mg/ml de una solucién de CPT-11l/agua RO
se agreqd a la dispersidén de 1liposoma en una cantidad
requerida para CPT-11/HSPC valor = 0.2 (p/p) para introducir
clorhidrato de irinotecan. Después de la introduccién, 1la
mezcla se enfrié en hielo y se extrajeron los fédrmacos no
encapsulados de la misma manera que en el Ejemplo de
Preparacién 3 (4). La formulacién de CPT-11 resultante se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2
Composicién de la | Concentracién de llpidos | Concentracién | Cantidad | Tamafio de
membrana Inicial de fArmaco | de fArmaco | la particula
(relacién molar) incorporad
(]
Lipido Fosfollpido | Llpidos Mol de
PEG- totales farmaco/m
5 HSPC: | PE mgimi molA mg/ml | oldelipido | nm
Chol : total
R-DHPE
Ejemplode | 54:46: 28 8.12 0.019 1.52 0.114 1238
Preparacién 3 0.1
Ejemplode | 54:46: 56 6.88 0.018 1.21 0.107 102.3
Preparacion 0.1
de Referencia
1

10

15
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(Ejemplo de Ensayo 3) Estabilidad acelerada de la
formulacién a 37°C

Para cada formulaciétn de CPT-11 preparada en el
Ejemplo 3, se llevé a cabo un ensayo acelerado mediante
calentamiento del mismo a 37°C durante 1 mes. Se recogié cada
semana una alicuota de la formulacién de CPT-11 caliente, y
se diluydé 20 veces mediante agregado de solucidén salina
fisiolégica, seguido de ultracentrifugacién (1 x 10° g, 2
horas, 10°C) para precipitar una formulacién de CPT-11. La
intensidad de fluorescencia correspondiente a la cantidad de
clorhidrato de irinotecan presente en el sobrenadante se
determiné para calcular el régimen de liberacién del liposoma
(8). Los resultados se muestran en la figura 2. Mientras
tanto el tamaflo de particula del liposoma en la dispersién
caliente se mididé cada semana. Los resultados se muestran en
la figura 3.

Las figuras 2 y 3 revelan que el liposoma preparado
en el Ejemplo de Preparacién 3 no liberé droga a 37°C incluso
al cabo de 1 mes (figura 2) y tuvo un tamafio de particula
sustancialmente constante (figura 3), de modo que mostré
excelente estabilidad de la formulacién. Por otra parte, para
el liposoma de PEG-PE pre-introduclido preparado en el Ejemplo
de Preparacién de Referencia 1, la liberacién del farmaco a
37°C se inicié a la tercera semana, el régimen de liberacién

a la cuarta semana fue extremadamente alto {figura 2), y el
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tamafilo de particula aumentdé desde la tercera semana (figura
3), de modo que se sugirié que la ruptura de la membrana
ocurridé desde la tercera semana.

A partir de estos resultados, para una formulacién
de CPT-11 altamente incorporada de acuerdo con la presente
invencién, el liposoma PEG-PE post-introducido preparado por
agregado de PEG-PE después de la formacién del liposoma,

mostrd que tenia una forma preferible.

[Ejemplo 4]

Para ensayar la estabilidad de preservacidén a largo
término y la estabilidad en la sangre de una formulacién de
CPT-11 de la presente invencién, se prepararon formulaciones
de CPT-11 mediante los métodos en los Ejemplos de Preparacién

4 y 5 siguientes.

(Ejemplo de Preparacién 4)

Se introdujo un farmaco mediante el método de carga
remota de la misma manera que en el Ejemplo de Preparacidén 1
excepto que se llevé a cabo una sustitucién de fase acuosa
externa para la dispersién del 1liposoma PEG-PE post-
introducido usando una columna de gel que habia sido sometida
a sustitucién de solvente con una solucién de 10 mM de
MES/10% de sucrosa (pH 6.0) en el Ejemplo de Preparacién 1

(3), para preparar de este modo una formulacién de CPT-11
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altamente incorporada. Las composiciones se muestran en la

Tabla 3.

(Ejemplo de preparacién 5)

Se repitidé el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 4 excepto que el iipido mixto preparado en (1)
siguiente se usé como componente de la membrana, para
preparar de esta manera una formulacién de CPT-11 altamente
incorporada que contenia clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina que es una sustancia cargada. El
procedimiento se muestra a continuacién.

(1) Preparacién de 1lipidos mixtos: 0.4561 g de
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), 0.1876 g de
colesterol (Chol) y 0.0563 g de clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina (TRX-20) se disolvieron en 25 ml
de t-butanol calentado a 60°C, y la mezcla se enfrié en
hielo, seguido de secado por congelaciédn para preparar de
esta manera un lipido mixto de HSPC:Chol:TRX-20 = 50:42:8
(relacibébn molar).

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 1 (2) excepto que 0.700 g del 1lipido mixto
preparado anteriormente se usaron para preparar de esta
manera una dispersién de liposoma.

A la dispersién de liposoma se agregd 1.42 ml

(correspondiente a 0.75 % en moles de la cantidad total de
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lipidos del lipido mixto) de una solucién de
PEGsppo-PE en agua destilada (36.74 mg/ml) para introducir
PEGsgop—~PE. Subsiquientemente se introdujo el farmaco mediante
el método de carga remota de la misma manera que en el
Ejemplo de Preparacién 1 (3) excepto la sustitucién de fase
acuosa externa para la dispersiédn de liposoma se llevd a cabo
con una solucién de 10 mM de MES/10% de sucrosa (pH 6.0),
para preparar de esta manera una formulacién de CPT-11
altamente incorporada. La composicién se muestra en la Tabla

3.

(Ejemplo de Ensayo 4) Ensayo de preservacién a
largo término a 4°C

Cada una de las formulaciones de CPT-11 obtenidas
anteriormente se almacené a 4°C por un periodo
predeterminado. Después de transcurrido el periodo
predeterminado, se midié el tamafio de particula de 1la
formulacién de CPT-11 y el régimen de liberaciétn (%) del
clorhidrato de irinotecan a partir de la formulacién de CPT-
1l de la misma manera que en el Ejemplo de Ensayo 1. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3
Ejemplo de Preparacion 4 | Ejemplo de Preparacién 5
Composicién de la Lipido HSPC/Chol HSPC/Chol/TRX-20
membrana inicial
Relacién molar 54/46 50/42/8
PEG-PE 0.75 0.75
Concentracion de Fosfollpido (HSPC) 12.02 1.77
lipidos mg/ml
Lipido total mol1 0.028 0.030
Concentracién de mg/ml 267 2.41
farmaco
Cantidad de fArmaco mol de famaco/mol de 0.136 0.119
incorporado lipido total
Tamafio de particula Inicial 126.3 123.3
nm
Después de 6 meses de 122.2 1254
almacenamiento
Régimen de liberacién Inicial 0.63 0.12
%
Después de 6 meses de 0.38 0.17
almacenamiento
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Para cada una de las formulaciones de CPT-11
preparadas en el Ejemplo 4 anterior, no se cambié el tamaiflo
de particula y el régimen de liberacién incluso después de 6
meses de almacenamiento a 4°C. Por lo tanto, se aclaré que
cada formulacién de CPT-11 preparada por el métecdo de carga
remota tiene excelente estabilidad de preservaciétn a largo

término.

(Ejemplo de Ensayo 5) Capacidad de retencién en la
sangre

Cada formulacién de CPT-11 preparado en el Ejemplo
4 (Ejemplos de Preparacién 4 y 5) o una solucién de
clorhidrato de irinotecan en solucién salina fisioldgica (que
contenia 1 mg/ml de clorhidrato de irinotecan) se inyecté
intravenosamente en la cola de un ratén (BALB/c, macho, de 5
semanas de vida, CLEA Japan, Inc.} en una cantidad de
clorhidrato de irinotecan de 10 mg/kg (que corresponden a
8.77 g/kg en términos de cantidad de irinotecan}.

Se extrajo sangre 1.6 y 24 horas después de la
inyeccién y se centrifugd (3.000 rpm, 10 minutos, 4°C) para
recoger plasma. Lz concentracidén de clorhidrato de irinotecan
en cada plasma se midié con una medicidén de la intensidad de
la fluorescencia. El1 plasma se almacendé en un refrigerador
hasta el momento de la medicién. Los resultados se muestran

en la Tabla 4 y en la Figura 4.
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En el caso de cada formulacién de CPT-11 preparada
en el Ejemplo 4, 1la concentracién de clorhidrato de
irinotecan en el plasma pudo medirse hasta 24 horas después
de la inyecciétn en la vena de la cola, mientras que en el
caso de la solucién de clorhidrato de irinotecan en solucién
salina fisioldgica, la concentracién pudo medirse solamente 1
hora después de la inyeccién en la vena de la cola.

Por lo tanto, la formulacién de CPT-11 preparada
mediante el método de carga remota permitidé el mantenimiento
de la concentracién de clorhidrato de irinotecan en el plasma

en una concentracién elevada por un periodo de tiempo

prolongado.
[Tabla 4]

Tabla 4

Concentracién en el plasma

_ _ (ng/mi)
Tiempo transcurrido (hr) 1 8 24
Formulacién de CPT-11 (Ejemplo 189.41 128.03 13.18
de Preparacion 4)
Formulacién de CPT-11 que 185.29 84.67 3.38
contiene TRX-20 (Ejemplo de
Preparacién 5)
Solucién de clorhidrato de 0.38 ND ND
innotecan en solucién sallna
fisiologica

[Ejemplo 5]

Para probar la eficacia del fArmaco en una
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formulacién de CPT-11 altamente encapsulada de acuerdo con la
presente invencidén, se prepararon formulaciones de CPT-11 en

los Ejemplos de Preparacién 6 a 9 siguientes.

(Ejemplo de Preparacién 6)

Se repiti6é el procedimiento del Ejemple de
Preparacién 4 excepto que el lipido mixto preparado en (1)
siguiente se usd comoc componente de la membrana, para
preparar de esta manera una formulacién de CPT-11 altamente
incorporada que contenia clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina que es una sustancia cargada. El
procedimiento se muestra a continuacién.

(1) Preparacién del lipido mixto: se disolvieron
4,562 g de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), 1,876
g de colesterol (Cheol) y 0,564 g de clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina (TRX-20) en 50 ml de t-butanol
calentado a 60°C, y la mezcla se enfridé en hielo, seguido de
secado por congelacidén para preparar de esta manera un lipido
mixto de HSPC:Chol:TRX-20 = 50:42:8 (relacién molar).

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 1 excepto que se usaron 7,002 g del lipido mixto
preparado anteriormente, para preparar de esta manera una
dispersién de liposoma.

A la dispersiétn de liposoma se le agregd una

solucién de polietilenglicol 5000-fosfatidil etanolamina

7¢
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(PEGsgoo—PE) en agua destilada {36.74 mg/ml) que correspondia
a 0.75 % en moles de la cantidad total de lipidos, y la
mezcla se calenté a 60°C durante 30 minutos para introducir
PEGsgoo—PE.

Subsiguientemente, se introdujo el farmaco mediante
el método de carga remota de la misma manera que en el
Ejemplo de Preparacién 1 (4), para preparar de este modo una
formulacién de CPT-11 altamente encapsulada. La composicidn

se muestra en la Tabla 5.

[Tabla 5]

oy



10

15

70
Tabla 5
Composicién de la | Concentracién de lipidos | Concentracién | Cantidad de | Tamafio de

membrana Inicial de farmaco farmaco la particula

(relacién molar) incorporado

Lipido Fosfollpido Lipidos Mol de

(HSPC) totales mg/ml féamaco/mol nm

HSPC : PEG- mg/ml mol/l de lipido total

Chol : PE

TRX-20

Ejemplo de
Preparaciéon 8 | 50:42:8 | 0.756 18.36 0.047 3.66 0.115 1343
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{Ejemplo de Preparacién 7)

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 4 excepto que el lipido mixto preparado en (1)
siguiente s8e us6 como componente de 1la membrana, para
preparar de esta manera una formulacién de CPT-11 altamente
incorporada que contenia clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina que es una sustancia cargada. El
procedimiento se muestra a continuacién.

(1) Preparacién de un lipido mixto: se disolvieron
4,562 g fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), 1,518 g
de colesterol (Chol), vy 1,126 g de clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina (TRX-20) en 350 ml de t-butanol
calentado a 60°C y la mezcla se enfrid en hielo, seguido de
secado por congelacién, para preparar de esta manera un
lipido mixto de HSPC:Chol:TRX~-20 = 50:34:16 (relacién molar).

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 1 excepto que se usaron 7,207 g del lipido mixto
preparado anteriormente, para preparar de este modo un
dispersante de liposoma.

A la dispersidtn de liposoma se le agregd una
solucién de polietilenglicol 1600-colesterol (PEGsge—Chol) en
agua destilada (36.74 mg/ml) que corresponden a 2.0 % en
moles de cantidad total de lipidos y la mezcla se calenté a
60°C durante 30 minutos ©para introducir PEGieo-Chol.

Subsiguientemente, se introdujo el farmaco mediante el método

33
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de carga remota de la misma manera que en el Ejemplo de
Preparacién 1 (4) excepto que la sustituciétn de la fase
acuosa externa por la dispersién de liposoma se llevd a cabo
con una soluciédn de sucrosa 10 mM de MES/10% {pH 6.0), para
preparar de este modo una formulacién de CPT-11 altamente
encapsulada. La composicién se muestra en la Tabla 6.

[Tabla 6]
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Tabla 6
éomposicibn dela | Concentracién de lipidos | Concentracién | Cantidad de | Tamafio de
membrana Inicial de fdrmaco farmaco la particula
(relacién molar) incorporado
Lipido Fosfollpido | Lipidos Mol de
Chol- (HSPC) totales mg/mi farmaco/mol nm
HSPC:Cho | PEG mg/ml molft de lipido
I:TRX-20 total
Ejemplode |50:34:16 2.0 15.78 0.041 3.26 0.119 133.7
Preparacién 7
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(Ejemplo de Preparacién 8)

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 4 excepto que el lipido mixto preparado en (1)
siguiente se usd como componente de la membrana, para
preparar de esta manera una formulacién de CPT-11 altamente
incorporada que contenia clorhidrato de 3,5~
dipentadeciloxibenzamidina que es una sustancla cargada. El
procediniento se muestra a continuacién.

{1) Preparaciétn del 1lipido mixto: se disolvieron
4,562 g de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), 1,876
g de colesterol (Chol) y 0,564 g de clorhidrato de 3,5-
dipentadeciloxibenzamidina (TRX-20) en 50 ml de t-butanocl
calentado a 60°C, y la mezcla se enfrié en hielo, seguido de
secado por congelaciédn para preparar de esta manera un lipido
mixto de HSPC:Chol:TRX-20 = 50:42:8 (relacién molar).

El procedimiento del Ejemplo de Preparaciétn 1 se
repiti® excepto que se usaron 7,002 g del 1lipido mixto
preparado anteriormente, para preparar de este modo una
dispersién de liposoma.

A la dispersién de 1liposoma se le agregd una
solucién de polietilenglicol 5000-fosfatidil etanolamina
{PEGspoo~PE) en agua destilada {36.74 mg/ml) correspondiente a
0.75 % en moles de la cantidad total de lipidos y la mezcla
se calentd a 60°C durante 30 minutos para introducir PEGsopo—

PE.
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Subsiguientemente, se introdujo el farmaco mediante
el método de carga remota de la misma manera que en el
Ejemplo de Preparacién 1 (4) para preparar de esta manera una
formulacién de CPT-11 altamente encapsulada. La composicién

sSe muestra en la Tabla 6.

(Ejemplo de Preparacién 9)

El procedimiento del Ejemplo de Preparacién 4 se
repitié excepto que el lipido mixto preparado en (1) més
abajo se usdé en forma de un componente de membrana, para
preparar de este modo una formulacién de CPT-11 altamente
incorporada. El procedimiento se muestra a continuacién,

(1) Preparacidén de lipido mixto: 4,940 g de
fosfatidilcelina de soja hidrogenada ({(HSPC) y 2,060 g de
colesterol (Chol) se disolvieron en 50 ml de t-butanol
calentado a 60°C y la mezcla se enfrid en hielo, seguido de
secado por congelacién para preparar de este modo un lipido
mixto de HSPC:Chol = 54:46 (relaciédn molar).

Se repitié el procedimiento del Ejemplo de
Preparacién 1 excepto que se usaron 7,002 g del lipido mixto
preparado anteriormente, para preparar de este modo una
dispersién de liposoma.

A la dispersiétn de liposoma se agregé una soluciédn
de polietilenglicol

5000-fosfatidil etanolamina (PEGsgp—PE) en agua destilada
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(36.74 mg/ml) que correspondia a 0.75 % en moles de la
cantidad total de lipidos, y la mezcla se calentd a 60°C
durante 30 minutos para introducir PEGsggo—PE.

Subsiguientemente, se introdujo el fiarmaco mediante
el método de carga remota de la misma manera que en el
Ejemplo de Preparacidén 1 (4), para preparar de este modo una
formulacién de CPT-11 altamente encapsulada. La composicidn
se muestra en la Tabla 7.

[Tabla 7]

52
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Tabla 7

Composicién de la

Concentracién de lipidos | Concentracién | Cantidad de | Tamafio de
membrana Inicial de fdrmaco farmaco | la particula
(relacién molar) incorporado
Lipido Fosfolipido | Llpidos Mol de
PEG- (HSPC) totales mg/mi farmaco/mol nm
HSPC:Cho PE mg/mi| molll de lipido
:TRX-20 total
Ejemplode | 50:42:8 | 0.75 19.04 0.049 3.22 0.098 121.8
Preparacion 8
Ejemplode | 54:46:0 | 0.75 19.68 0.045 3.28 0.107 119.9
Preparaci6n 9

A3
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[Ejemplo 6]
Se examind el efecto del valor de pH de una fase

acuosa externa sobre el régimen de encapsulacién del farmaco.

(Ejemplo de Preparacién 10)

(1) Preparacién de lipidos mixtos: se pesaron 7.01
g de HSPC y 2.93 g de Chol y se agregaron al mismo 10 ml de
etanol absoluto. Luego, se disolvieron con calentamiento a
68°C. Después de confirmar que se habfan disueltos
completamente, se agregaron a 1o0s mismos 90 ml de solucién de
sulfato de amonio (250 mM) y 1la mezcla se agité con
calentamiento a 68°C.

(2} Preparacién de liposomas: después de completar
la agitacién con calentamiento, la mezcla resultante se pasé
a través de un filtro que tenia un tamafic de poro de 0.2 um,
cinco veces usando un  extrusor calentado a 68°C.
Subsiguientemente, se intercambié el filtro por un filtro que
tenfa un tamafio de poro de 0.1 um y el filtrado se pasé a
través del filtro cinco veces. A continuacidén, se intercambid
el filtro por un filtro que tenia un tamafio de poro de 0.1 um
nuevamente, y se pasé® el filtrado a través del filtro cinco
veces. La introduccién de PEGsgpo—-DSPE: después de la
extrusién, se agregaron a la muestra 20.4 ml de una solucidn
de PEGsgoo-DSPE (36.74 mg/ml) para que tuviera un contenido de

PEGspoo-DSPE predeterminado (% en moles) y la mezcla se agitd
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a 60°C durante 30 minutos, para introducir luego PEGspop—DSPE.
Después de la introduccién, la muestra se enfrié en hielo.

(3) Sustituciétn de fase acuosa externa: para cada
muestra (8 ml) enfriada con hielo, se 1llevé a cabo una
sustitucién de fese acuosa externa usando una columna de gel
que habia sido sometida a sustitucién adecuada, donde cada
una de dichas soluciones de fase acuosa externa tenian
diferentes valores de pH (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, B.0 6 9.0),
concretamente, soluciones acuosas de fase externa que tenian
un pH de 4.0, 5.0 (soluciones de 10 mM de &cido acético/10%
de sucrosa), una solucidn de fase acuosa externa que tenia un
pH de 6.0 (soluciétn de 10 mM de histidina/10% de sucrosa),
soluciones de fase acuosa externas que tenian un pH de 7.0,
8.0, 9.0 (soluciones de 10 mM de Tris/10% de sucrosa).
Después de 1la sustituciétn de la fase acuosa externa, se
determindé cada concentracién de HSPC usando un equipo para la
determinacién de fosfolipidos, para la dispersién de
liposoma. La cantidad total de fosfolipido (mM) se calculd a
partir de la concentracién de HSPC.

(4) Encapsulaciétn del farmaco: se preparé una
soluclién de clorhidrato de irinotecan (CPT-11)/agua RO (agua
purificada por membrana de ésmosis inversa), que tenia una
concentracién de 10 mg/ml. Se agregé la solucién de
clorhidrato de irinotecan a la dispersién de liposoma en una

cantidad de CPT-1l/cantidad total de lipidos = 0.16 {mol/ml)
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con respecto a la cantidad de lipidos total (mM) anterior, y
la mezcla se agitd a 60°C durante 60 minutos, para introducir
de esta manera clorhidrato de irinotecan. Después de la
introduccién, la muestra se enfrié en hilelo. Después de la
encapsulacién del clorhidrato de irinotecan, la dispersién de
liposoma se pasé a través de una columna de gel gque habia
sido sometida a sustitucién con una solucién de 10 mM de
histidina/10% de sucrosa (pH 6.5) para eliminar los farmacos
no encapsulados.

La concentracién de lipido (HSPC), concentracién de
farmaco (CPT-11) y el tamafioc de particula de cada formulacién

de CPT-11 obtenida anteriormente se muestra en la Tabla 8.

(Eficiencia de encapsulacién del farmaco)

Para cada formulacidn de CPT-11 obtenida
anteriormente, se calculdé la eficiencia de encapsulacién del
farmaco (%) a partir de la relacidén de la concentracién final
de farmaco CPT-1l1l con respecto a la concentracién inicial de
farmaco 0.16 (mol/mol) de acuerdo con la expresién siguiente.

[Formula Matematica 1]

Eficlencia de encapsulacién delCPT-ll (%) {CPT-11
Final/Lipidos totales (mol/mol)}/{CPT-11 Inicilal/Lipidos
totales {(mol/mol)} x 100

Los resultados se muestran en la Tabla 8 y en 1la

figura 5. La tabla y la figura muestran lo siguiente: en el
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caso en el que el valor de pH de la fase acuosa externa es
8.0 o menos, la eficiencia de encapsulacién de CPT-11 (%) es
un valor extremadamente alto de 90% o mas, mientras que en el
caso en el que el valor es de mas de B.0, la eficiencia de
encapsulacién del CPT-11 (5) disminuye.

[Tabla 8]

&Y
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Tabla 8
pHde lafase | Concentracién | Concentracién CPT-11 CPT-11 Eficienciade | Tamafi de
acuosa de HSPC de CPT-11 inicial/Lipido final/Lipido encapsulacién Particula
externa {mg/mL) (mg/mL) total (mol/mol) | total (mol/mol) (%) {nm)
40 114 29 0.163 101.9 121.5
12.5 3.2 0.159 99.4 123.8
5.0 12.7 3.3 0.164 102.5 122.6
12.5 3.1 0.157 98.1 124.0
6.0 13.0 3.2 0.154 96.3 123.5
14.3 34 0.151 84.4 122.9
7.0 12.1 3.1 0.158 98.8 124.7
13.7 3.2 0.16 0.148 825 122.4
8.0 13.3 3.1 0.147 91.9 124.1
13.6 3.2 0.148 92.5 123.8
9.0 124 2.4 0.120 75.0 1214
12.8 2.3 0.115 71.9 124.1
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[Ejemplo 7]

Se examindé el efecto del valor pH de la fase acuosa
externa sobre la estabilidad del farmaco.

A 1 mL de cada una de las fases acuosas externas
que tienen diferentes valores de pH, concretamente las
soluciones de fase acuosa externa que tienen un pH de 4.0,
5.0 (soluciones de 10 mM de acido acético/10% de sucrosa),
soluciones de fase acuosa externa que tienen pH 6.0 (solucién
de 10 mM de histidina/10% de solucién de sucrosa), soluciones
de fases acuosas externas que tienen 7.0, 8.0, 9.0
(soluciones de 10 mM Tris/10% de sucrosa), (pH 4.0, 5.0, 6.0,
7.0, 8.0, o 9.0) que se usaron en (3) del Ejemplo de
Preparacién 10, se les agregd 0.7 mL de una solucidén de
clorhidrato de irinotecan (CPT-11) agua RO {agua purificada
de membrana de o6smosis inversa) que tenia una concentracién
de 10 mg/mL, y la mezcla se agité a 60°C durante 60 minutos.

La solucién de CPT-11 obtenida anteriormente se
diluydé 20 veces con cada una de las soluciones de fase acuosa
externa, y 5 pl de la muestra se sometieron a medicién con
cromatografia liquida de alto rendimiento. A continuacién, la
relacién de hidrélisis (relacién existente de forma circular
abierta), (%) de un anillo de a-hidroxilactona se calculd de
acuerdo con la expresién siguiente. Relacién existente de
forma circular abierta de CPT=11 (%) = {Aabierto/ (Babierto + 1.102

X Acerrado) } x 100
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Agbierto: un area pico de forma circular abierta de
CPT-11
Acerrado: UuUn Aarea pico de forma circular cerrada de

CPT-11

Los resultados se muestran en la Figura 5.

Se aclar6 que, en el caso de que el valor de pH de
la fase acuosa externa es de 8.0 o mas, la relacién existente
de la forma circular abierta CPT-11 (%) aumentdé y fue un
valor extremadamente alto de 95% o mas. Para mantener 1la
actividad del CPT-11, es necesario que el valor de pH sea de
4.0 o menos para suprimir la hidrélislis del anillo de a-
hidroxilactona. Sin embargo, a partir del aspecto de 1la
estabilidad del 1lipidos (hidrélisis de lipidos), el valor de
pPH es convenlentemente de aproximadamente 6.0 a 7.0.
Considerando los resultados del Ejemplo 6, se hallé que el
valor de pH de la fase acuosa externa en el momento de

introduccién del fadrmaco, era convenientemente de 4.0 a 7.0.

[Ejemplo 8]

(Ejemplo de preparacién 11)

(1) Preparacién de liposomas

Se pesaron 70.87 g de HSPC y 29.13 g de Chol, ¥y
luego se les agregaron 100 mlL de etanol absoluto. Luego, se

disolvieron éstos con calentamiento a 68°C. Después de
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confirmar que se habian disuelto completamente, se agregd a
los mismos una solucién de 900 mL de sulfato de amonio (250
mM), y la mezcla se agitd con calentamiento a 68°C.

{(2) Requlacién del tamafilo de particulas del
liposoma

Regulacién del tamafio de particulas del liposoma:
después de completar la agitacién con calentamiento, se pasd
la mezcla resultante a través de un filtro que tenia un
tamafilo de poros de 100 nm cinco veces usando un extrusor
calentado a 68°C.

Introduccién de PEGspgo—DSPE: después de la
extrusién, se agregaron a la mezcla 200 mL de una solucién de
PEGsgog—DSPE (36.74 mg/mL) para tener un contenido de PEGsggo—
DSPE predeterminado (%molar), y la mezcla se agité a 6°C
durante 30 minutos, para introducir de esta manera PEGspgo—
DSPE. Después de 1la introduccién la mezcla se enfridé en
hielo.

(3) Sustitucién de fase acuosa externa

Para la muestra enfriada con hielo, se efectud una
sustitucién de fase acuosa externa usando un sistema de
filtraciétn de flujo cruzado con una soluciédn de fase acuosa
externa (solucién de 10 mM de histidina/10% de sucrosa) (pH
6.5). Después de la sustitucién de fase acuosa externa, se
determiné la concentracién de HSPC y la concentracidn de

colesterol, usandc cromatografia liquida de alto rendimiento.

7
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La cantidad de clorhidrato de irinotecan que deberia ser
encapsulada se calculé a partir de la suma de la
concentracién de HSPC y la concentracién de colesterol como
concentracién total de lipidos.

(4) Encapsulaclién del farmaco

Se prepard6 una solucién de clorhidrato de
irinotecan (CPT-11)/agua RO (agua purificada de membrana por
6smosis inversa), que tenia una concentracié4n de 10 mg/mL. La
solucién de clorhidrato de irinotecan se agregé a 1la
dispersién de 1liposomas en una cantidad de CPT-11/lipidos
totales = 0.16 (mol/mol) con respecto a la cantidad total de
lipidos (mM) anterior, y la mezcla se agité a 50°C durante 20
minutos, para introducir 1luego clorhidrato de irinotecan.
Después de la introduccién se enfrié la muestra en hielo.

(5) Remocién del fadrmaco no encapsulado

Después de la encapsulacién de clorhidrato de
irinotecan a la dispersién de liposomas se agregd la solucidén
de fase acuosa externa, y se llevd a cabo la remocién del
farmaco encapsulado usande un sistema de filtracién de flujo
cruzado.

(6) Regulacién de la concentracién

Para la dispersién de liposomas después de 1la
remocién de los farmacos no encapsulados, se determindé una
cantidad de clorhidrato de irinotecan usando una

cromatografia liquida de alto rendimiento, y se requlé la

72
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concentracién de clorhidrato de irinotecan a 5.0 mg/mL.

(7) Esterilizacién del filtro

Después de la regqulacién de la concentracién, la
dispersién de liposoma se introdujo dentro de un frasco
tubular a través de esterilizacién con filtro usandoe un
filtro esterilizador que tenia un tamafio de poro de 0.2 um.

Las composiciones y los tamafios de particulas de
las formulaciones de CPT-11 obtenidas anteriormente se
muestran en la Tabla 9.

{Tabla 9]

73
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Tabla 9
Composicion de la Concentracion de Lipido Concentracién de | Cantidad de | Tamaft de
Resina de carga Agente Agente con Particula
(relacién molar) respecto a la
cantidad total
de lpido
Lipido PEG- Fosfolipido Cantidad mg/mL Agente nm
DSPE (HSPC) total de lipido (mol)/Cantidad
HSPC: mg/mL mM total de lipido
Chol (mol)
Equipo de 54:46 0.85 20 47 - 4.92 0.16 97.2
Preparaci6n
Ejemplo 11
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{(Ejemplo de ensayo 6) Efecto antitumoral.

2.5 x 10% células/ratén de células de céancer
prostidtico humano (PC-3) se implantaron subcutianeamente en la
reglién inguinal izquierda del ratén (BALB/c desnudos, machos,
de 6 semanas de vida, Charles River Japan, Inc.) Después de
implantar los tumores, se calculé el volumen presunto del
tumor mediante 1/2 ab? (a representa un didmetro longitudinal
de un tumor y b representa un didmetro de eje corto del
mismo). Desde el dia siguiente hasta un dia (dia 0) en el
cual el volumen presunto del tumor fue de aproximadamente 40
mm’, tres veces cada cuatro dias (dias 1, 5, y 9), se inyecté
en la vena de la cola del raté4n una preparacidén de CPT-11
preparado en el Ejemplo de Preparacién 11 o una solucién
salina fisiolégica de clorhidrato de irinotecan. Se dejdé un
ratén sin inyeccidén de cada agente como grupo de control.

Se midieron el volumen presunto del tumor y el peso
corporal de un ratén en los dias 1, 5, 9, 12, 16 y 22.
Después de extraer los tumores y medir el peso de los mismos
en el dia 22, adicionalmente se calculd el régimen de
inhibicién del crecimiento del tumor IR (%), mediante la
férmula siguiente.

I.R. § = (1 - peso promedio del tumor en un grupo
de tratamiento/peso promedio del tumor en un grupo de

control) x 100

La Tabla 10 y la Figuras 6 y 7 muestran los

AR
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resultados.

La preparacién de CPT-11 y la solucién salina
fisiolégica del clorhidrato de irinotecan, demostraron, cada
uno, un efecto supresor significativo del crecimiento del
tumor para cdancer prostdtico humano comparando el grupo de
tratamiento con el grupo de control. La preparacién de CPT-11
mostré un efecto antitumoral mayor que el de la soluciédn
salina fisiolégica de clorhidrato de irinotecan (Tabla 10,
Figura 6). Ademas, ambos agentes no influenciaron el peso

corporal del ratédn (Figura 7).

[Tabla 10]
Tabla 10
Dosis Peso del Régimen de
(mg/kg) Tumor Inhibicién
(g, (%)
promedio *
S.D)
Grupo de control - 1.26+0.18 -
Preparacién de CPT-11 25 0.0310.01 97.9
(Ejemplo de Preparacién 50 0.0210.00 28.3
11) 100 0.01+0.00 99.0
Solucidn Fisiolégica 25 0.06410.25 49.0
Salina de Clorhidrato de 50 0.6610.13 48.0
Irinotecan 100 0.48+0.20 62.3
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(Ejemplo de ensayo 7) Farmacocinética

La preparacién de CPT-11 preparado en el Ejemplo de
Preparacién 11 o 1la solucién salina fisioldgica del
clorhidrato de irinotecan, se inyecté continuamente a una
vena cefdlica de un mono macaco (macho, de 4 a 5 aifos,
guangxl Research Center of primate Laboratory animal) durante
4 minutos hasta lograr un contenido de clorhidrato de
irinotecan con 10 mg/kg.

Se recogié sangre del macaco inmediatamente después
de la inyeccién y antes de comenzar la aplicacién de la
inyeccién; después de 10 y 30 minutos; y después de 1, 6, 24,
48, 72, 168, 336, y 504 horas; se obtuvo plasma de la sangre
por separacién centrifuga. Se proveyeron 50 pL de plasma de
sangre con 550 pL de una solucidén B convencional interna (una
soluclén de metancl de sustancias convencionales internas), y
se empled fuerza centrifuga, se diluyé el sobrenadante con
metanol 100 veces como muestra para la medicién de 1la
concentracién total de CPT-11. Mientras tanto, se proveyeron
50 uL de cada plasma de sangre con 200 pL de una solucidén A
convencional interna (0.147 mol/L de solucién H;POy de
sustancias convencionales internas), se sometieron 200 uL de
las mismas a una separacién centrifuga (100.000 x g, durante
30 minutos, a 10°C)}. Se separaron 100 uL en la capa superior

y se empled extraccidén de fase sb6lida para obtener la



10

15

20

25

92

solucién de agotamiento como muestra para la medicidén de la
concentracién de CPT-11 libre, es decir, el CPT-11 liberado
del liposoma, denominado a continuacién “CPT-11 liberador de
liposomas”, la medicién de la concentracién de SN-38 y la
medicién de la concentracién de SN-38G (SN-38 10-0-
glucénido). Las muestras obtenidas se midieron en cada
concentracién de las mismas con LC/MS/MS. Las figuras 8 a 11
muestran los resultados.

En la solucién salina fisioldgica del clorhidrato
de irinotecan, la concentracién total de CPT-11 se redujo
ridpidamente después de la inyeccién y se redujo a menos del
limite mds bajo de conteo (<lupg/mL) a 1 hora.

Mientras tanto, para la preparacién de CPT-11, 1la
concentracién total de CPT-11 se redujo exponencialmente
desde 1 a 48 horas después de la inyeccidén, y se reconocid
una extensién suficiente del tiempo de retencién en
comparacién con el de la solucldén salina fisiolégica de
clorhidrato de irinotecan. (Figura B8)

En la solucién salina fisiolégica de clorhidrato de
irinotecan, la concentracién de CPT-11 libre, CPT-11 liberado
por liposomas se redujo en forma relativamente r&pida hasta 6
horas después de obtener la concentracién mas elevada
inmediatamente después de la inyeccién, después de lo cual se
redujo moderadamente la concentracién. Mientras tanto, en la

preparacién de CPT-11, la concentracién de CPT-11 libre logré

Vs
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la concentracién mds elevada en 1 hora después de 1la
inyeccién, y luego se redujo moderadamente (Figura 9).

En la solucién salina fisioldgica de clorhidrato de
irinotecan, la concentracién de SN-38 se redujo rdpidamente
después de obtener la concentraciétn mas alta inmediatamente
después de la inyeccién, y se dedujo menos del limite mas
bajo de conteo (<0.0005 pg/mL) a 24 horas. Mientras tanto,
para la preparacién de CPT-11, la concentracién de SN-38 se
mantuvo durante 1 hora después de lograr la concentracidn més
alta inmediatamente después de la inyeccién. A la
concentracién se redujo después de mantenerse desde 6 hasta
48 horas (Figura 10).

Tanto para preparacién de CPT-11 como para la
soluciébn salina fisiolégica de clorhidrato de irinotecan, 1la
concentracién de SN-3B8G se incrementé en 1 hora después de la
inyeccién, para reducirse ligeramente con mantenimiento de la
concentracién (Figura 11).

(Ejemplo de ensayo 8) Hemotoxicidad

La preparacién de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparacién 11 se inyectd en la vena de la cola de una rata
(CD(SD) ratén IGS, macho, de 7 semanas de vida, Charles River
Japan, Inc.) hasta satisfacer un contenido de clorhidrato de
irinotecan de 3, 10 y 30 mg/kg, o satisfacer la solucién
salina fisioldgica del clorhidrato de irinotecan con 30

mg/kg.
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Se recogié sangre de 0.4 mL, de una vena cervical
de rata antes y después de la inyeccién; y después de 2, 4,
6, 13, 20 y 27 dias (durante 4 semanas); se midi6é6 la cantidad
de neutréfilos y linfocitos con un analizador hematolégico
automitico (Sysmex XT-2000i, Sysmex). Las Figuras 12 y 13
muestran los resultados.

La cantidad de neutréfilos se redujo
transitoriamente, para recuperarse réapidamente después de
esto con cualquier cantidad de inyeccién. A una dosis de 10 y
30 mg/kg como contenido de clorhidrato de irinotecan en
comparacién con 3 mg/kg de contenido, el grado de reduccién
de cantidad fue amplio. A una dosis de 30 mg/kg la cantidad
aumenté rapidamente en el periodo de recuperacién. En 30
mg/kg en cada uno de ambos agentes de inyeccién, no se
reconocieron diferencias significativas entre transiciones en
la cantidad de neutré6filos (Figura 12). La cantidad de
linfocitos decliné inmediatamente después de la inyeccién a
pesar de que fue 3o0lo ligeramente. Sin embargo, no hubo
diferencias entre las inyecciones (Figura 13).

Los resultados anteriores descritos, reconocen una
débil hematoxicidad transitoria para los neutréfilos en la
preparacién de CPT-11. Sin embargo, la intensidad de
hematoxicidad fue aproximadamente igual a la de la misma
cantidad de solucién salina fisicldgica de clorhidirato de

irinotecan.

/00
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[Ejemplo 9]

{Ejemplo de Preparacién 12)

(1) Preparaciétn del liposoma

Se pesaron 65.250 g de HSPC, 26.800 de Chol y 8,000
g de TRX-20 y se agregaron a los mismos 100 mlL de etanol
absoluto. Luego se disolvieron con calentamiento a 68°C.
Después de confirmar que se habian disuelto completamente, se
agregaron 900 mL de una solucién de sulfato de amonio (250
mM), la mezcla se agitd con calentamiento a 68°C.

(2) regulacién del tamaflo de particula del liposoma

Regulacidén del tamafio de particula del liposoma:
después de completar la agitacién con calentamiento, se pasd
la mezcla resultante a través de un filtro que tenia el
tamafio de poro de 100 nm cinco veces usando un extrusor
calentado a 68°C.,

Introduccién de PEGsgoo—~DSPE: después de la
extrusién, se agregaron a la muestra 200 mL de una solucién
de PEGsgoo~DSPE (36.74 mg/mL) para tener un contenido de
PEGs5000—DSPE predeterminado (% molar), y la mezcla se agité a
60°C durante 30 minutos para introducir PEGsgoo—-DSPE. Después
de la introduccién se enfrié la muestra en hielo

(3) Sustitucidén de fase acuosa externa

Para la muestra enfriada con hielo, se efectud una

sustitucidén de fase acuosa externa usando un sistema de

[0/
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filtracién de flujo cruzado con una solucién de fase acuosa
externa (solucién de 10 mM de histidina/10% de sucrosa) (pH
6.5). Después de la sustitucién de la fase acuosa externa, se
determind la concentracién de HSPC y la concentracidén de
colesterol, wusanco una cromatografia liquida de alto
rendimiento. La cantidad de clorhidrato de irinotecan que
deberia estar encapsulada se calcul$ a partir de la suma de
la concentracién de HSPC, la concentracidén de colesterol y la
concentracién TRX-20 como concentracién total de lipidos.

(4) Encapsulacién del farmaco

Se preparé una solucién de <clorhidrato de
irinotecan (CPT-11)/agua RO (agua purificada por membrana de
4ésmosis inversa) que tenia una concentracién de 10 mg/mL. La
solucién de clorhidrato de irinotecan se agregdé a la
dispersién de liposoma en una cantidad de CPT-11l/cantidad de
lipidos totales = 0.16 (mol/mol) con respecto a la cantidad
total de lipidos (mM) anterior, y la mezcla se agité a 50°C
durante 20 minutos, para introducir de @esta manera
clorhidrato de irinotecan. Después de la introduccién 1la
nuestra se enfrié en hielo.

{(5) Remocién del farmaco no encapsulado

Después de 1la encapsulacién del clorhidrato de
irinotecan a 1la dispersiétn de liposoma, se le agregd la
solucién de fase acuosa externa, y se efectudé la remocién del

fadrmaco no encapsulado usando un sistema de filtracidén de

[0
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fluje cruzado.

(6) Regulacién de la concentraciédn

Para la dispersién de liposoma después de 1la
remociédn de farmacos no encapsulados, se determiné una
cantidad de clorhidrato de irinotecan usando cromatografia
liquida de alto rendimiento y se regulé a 5.0 mg/mL de
concentracién de clorhidrato de irinotecan.

(7) Esterilizacidn del filtro

Después de la regqulacién de la concentracién, la
dispersién de liposoma se introdujo dentro de un frasco
tubular a través de una esterilizacién con filtros usando un
filtro esterilizado que tenia un tamafio de poro de 0.2 pm.

Las composiciones y los tamafios de particulas de
las formulaciones de CPT-11 obtenidas anteriormente se
muestran en la Tabla 1l1.

[Tabla 11]
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Tabla 11
Composicién de la Concentraci6n de Lipido Concentracion | Cantidadde | Tamafi de
Resina de carga de Agente Agente con Particula
(relacién molar) respecto a la
cantidad total de
lipido
Lipido Fosfollpido | Cantidad total mg/mL Agente nm
PEG- (HSPC) de lipido (mol)/Cantidad
HSPC: DSPE mg/mL mM total de lipido
Chol {mol)
Preparacién 50:42:8 0.75 18 44 4.66 0.15 92.0
del
Ejemplo 12
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(Ejemplo de ensayo 9) Efecto antitumoral

2 x 10% células/ratén de células de cancer de colon
humano (HCT116) se implantaron subcutaneamente en la regién
inglinal izquierda del local (BALB/c desnudo, 4, de 6 semanas
de vida, Charles River Japan, Inc.). Después de implantar los
tumores, se calculé el volumen tumoral presunto mediante
1/2-ab® (a representa un didmetro longitudinal de un tumor y
b representa un diametro corto del eje del mismo) se
obtuvieron hasta aproximadamente 90 mm’ en un dia (dia 0).
Desde el dia siguiente, en 3 veces cada cuatro dias (dias 1,
5 y 9), una preparacién de CPT-1ll1l preparado en el Ejemplo de
Preparacién 12 o una solucién salina fisiolégica de
clorhidrato de irinotecan se inyecté a una vena de la cola
del raté4n. En cada agente hubo un ratén sin inyecciébn como
grupo de control.

Se midié el volumen presunto del tumor y el peso
corporal del ratén después de 5, 8, 12, 16 y 21 dias desde la
inyeccién. Extrayendo tumores 21 dias después de la inyeccidn
y midiendo el peso de los mismos, adicionalmente, se calculd
el régimen de inhibicién del crecimiento del tumor I.R. (%)
mediante la férmula que se muestra en el Ejemplo de Ensayo 6.

La Tabla 12 y las Figuras 14 y 15 muestran los
resultados.

La preparacién de CPT-11 y 1la solucién salina

fisiolégica de clorhidrato de irinotecan, demostraron, cada
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une, un efecto supresor significativo del crecimiento del

tumor para cancer de colon humano,

comparandc el grupo de

tratamiento con el grupo de control. La preparaciédn de CPT-11

demostré un efecto antitumoral mayor gque el de la solucidn

salina fisioclégica de clorhidrato de irinotecan

{Tabla 12,

Figura 14). Adem&ds, ninguno de los dos agentes influencié el

peso corporal del ratén {(Figura 15).

Tabla 12
Dosis Peso del Régimen de
{mg/kq) Tumor Inhibicién
(g, promedio (%)
+ 5.D)
Grupo de control - 1.2510.15 -
Preparacién de CPT-11 18.75 0.6110.11 51.1
(Ejemplo de Preparacién
12) 37.5 0.3610.07 70.8
75 0.1410.03 88.7
Soluciébn Fisioldgica 18.75 0.76x0.06 39.0
Salina de Clorhidrato de 37.5 0.711+0.08 43.4
Irinotecan 75 0.5310.14 57.4
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(Ejemplo de ensayo 10) Farmacocineticas debida a
una unica administracion

Despues de aplicar canulas a la vena femoral y la
vena femoral de la rata (CD(SD) raton IGS, macho, de 7
semanas de vida, Charles River Japan, Inc ) bajo anestesia, y
dejar la rata en la jaula bollman, la preparacion de CPT-11
preparada en el Ejemplo de Preparacion 12 o la solucion
salina fisiolédgica de clorhidrato de irinotecan se inyecto
intravenosamente a traves de la canula de la vena femoral, a
la rata hasta satisfacer un contenido de clorhidrato de
irinotecan de 3, 10 y 30 mg/kg

Se recogio sangre de la rata despues de 1la
inyeccion, despues de 2, 10 y 30 minutos, y después de 1, 3,
6, 9 24 y 30 horas, se obtuvieron 50 uL de plasma de la
sangre por separacion centrifuga, para diluirla con 200 pL de
una soluciédn convencional interna Después de proveer 50 uL
del plasma de sangre diluido con la solucion convencional
interna con 500 uL de metanol y agitacion, se diluyo el
plasma de la sangre diluido con 0 146 M de H3;PO4 10 veces como
muestra para la medicion de la concentracion total de CPT-11
Mientras tanto, se sometieron 200 pL del plasma de sangre
diluido para separacion centrifuga {100 000 x g, durante 30
minutos, 10°C), y los 50 ul. obtenidos en la capa superior se

diluyeron con 0 146 M de HaPO; 10 veces como muestra para la
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medicion de la concentracion de CPT-11 libre, medicion de la
concentraciédn de SN-38 y medicion de la concentracion de SN-
38G Cada concentracion de las muestras obtenidas se midio
con PROPEKT-HPLC de acuerdo con metodos tales como el metodo
de Kurita (J Chromatogr B 724, p335 to 344, 1999) Las
figuras 16 a 19 muestran los resultados

En la solucion salina fisiologica de clorhidrato de
irinotecan, 1la concentracion total de CPT-11 se redujo
rapidamente despues de la inyeccion y se redujo
exponencialmente desde 0 5 a 9 horas con cualquiera cantidad
de inyeccion (3, 10 y 30 mg/kg) Mientras tanto, para la
preparacion de CPT-11, la concentracion de CPT-11 total se
redujo casli exponencialmente desde 10 minutos a 30 horas
después de 1la 1inyeccion, Y Se reconocic una extension
suficiente de tiempo de retencion en comparacion con la de la
solucion salina fisiologica del clorhidrato de irinotecan
{Figura 16)

La concentracién de CPT-11 liberado por liposomas
se redujo casi exponencialmente desde 10 minutos a 30 horas
despues de la inyeccion de la preparacion de CPT-11, y se
reconocio una extension suficiente de tiempo de retencion en
comparacion con la de la solucion salina fisioleogica del
clorhidrato de irinotecan (Figura 17)

En la solucion salina fisiologica de clorhidrato de

irinotecan, la concentracion de SN-38 se redujo rapidamente,
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justo despues de la 1inyeccion, y se redujo moderadamente
despues de una hora con cualquier cantidad de inyeccion, para
conservarse aproximadamente a las 3 horas con 30 mg/kg
Mientras tanto para la preparacion de CPT-11, la
concentracion de SN-38 se redujo moderadamente despues de
lograr la concentracion mas elevada desde 3 a 6 horas después
de la ainyeccion en dosis de 3 y 10 mg/kg, respectivamente
(Figura 18) La concentracion se redujo rapidamente durante 1
hora despues de obtener 1la concentracion mas alta
inmediatamente despues de 1la inyeccion, para conservarse
aproximadamente a las 9 horas con las cantidades de inyeccion
de 30 mg/kg (Figura 18)

En la solucion salina fisiologica de clorhidrato de
irinotecan, la concentracion de SN-38G se redujo rapidamente
a 1 hora despues de lograr la concentraciédn mias alta a los 10
minutos despues de i1nyeccion con una cantidad de inyeccion
para reducirse moderadamente despues de esto Mientras tanto
para la preparacion de CPT-11, la concentracion de SN-38G se
incremento hasta 1 hora despues de la 1nyeccion para
reducirse ligeramente manteniendo la concentraciédn (Figura

19}

[Ejemplo 10]
La formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo de

Preparacion 9 se ensayo como formulaciédn de CPT-11 con un
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portador elevado, en la presente invencion

(Ejemplo de Ensayo 11) Efecto antitumoral

Se transplantaron celulas de cancer de colon humano
(HT-29) con 2 a 3 mm cuadrados, en la parte subcutédnea
ingquinal de un raton (BALB/c desnudo, macho, de 6 semanas de
vida, CLEA Japan, Inc ) con una aguja para transplante La
formulacion de CPT-1l1l preparada en el Ejemplo de Preparacion
9 o una solucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan
se 1nyectaron a la vena caudal tres veces en total, lo cual
fue en un punto (dia 1) en el que el volumen estimado de
tumores calculado por 1/2 ab? (a se refiere a un eje
principal de cada tumor, b se refiere a un eje menor) se
acerco a alrededor de los 100 nmﬂ, 4 dias adicicnales (dia 5)
Yy B dias adicionales (dia 9), despues del transplante de
tumores Se empleo un raton sin inyeccién del farmaco como
grupo de control

El volumen estimado de tumores y el pesc corporal
del raton se calcularon a los 4, 8, 12, 17, 21 dias despues
de la pramera 1nyeccion Tambien se extrajeron los tumores 21
dias despues de la ainyeccion, y se midio el peso de los
tumores, para calcular de este modo el regimen de inhibicion
de proliferacion del tumor, I R (%) mediante la formula que
se muestra en el Ejemplo de Ensayo 6

Los resultados se muestran en la Tabla 13, fiqura

20 y figura 21
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En el cancer de colon humano, la formulacion de
CPT-11 y 1la solucion acuosa salina de clorhidrato de
irinotecan, mosiraron un fuerte efecto ainhibidor de la
proliferacién del tumor en comparaciédn con el del grupo de
control Ademas, 1la formulacion de CPT-11 revelo un alto
efecto antitumoral en comparacion con €l de la solucion
acuosa salina de clorhidrato de irinotecan (Tabla 13, Figura
20) Ademds, ninguno de los dos férmacos afecto el peso

corporal del raton (Figura 21)

[Tabla 13]
Tabla 13
Dosis Peso del Regimen de
(mg/kg) tumor (g, inhibicion
promedio + (%)
SD)
Grupo de Control - 0 58 + 0 29 -
Formulacion de CPT- 25 0 18 + 0 15 69 4
11 (Ejemplo de
Preparacion 9) 50 0 09 + 0 06 84 1
100 0 05 + 0 03 92 0
Solucion salina 25 0 36 + 0 41 38 2
acuosa de
clorhidrato de 50 0 44 + 0 36 24 9
irinotecan 100 0 33 + 0 32 44 0
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{Ejemplo de Ensayo 12) Farmacocinetica debida a
una administracion unica

Se transplantaron fibrosarcoma de raton (Meth A),
2 5 x 10° células/raton en la parte subcutanea inguinal de un
ratén (BALB/c, macho, 7 semanas de vida, Japan SLC, Inc )
Los tumores se dejaron para maduracion en 20 dias despues del
transplante de los tumores y luego se preparo la formulacion
de CPT-11 en el Ejemplo de Preparacion 9 o se administro una
solucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan a la vena
caudal con 10 mg/kg como concentracion de clorhidrato de
irinotecan

Después de la administracion, se recogio sangre del
corazon después de 10, y 30 minuvtos, y 1, 3, 5, 12, 24, 48 y
96 horas, y se trato en una centrifugadora (15 000 rpm, 1
minuto, 0°C), para obtener de esta manera plasma El plasma
obtenido se diluyd 50 veces con 0 146 M de HiPO, y se agrego a
una cantidad 1gLal de solucion convencional interna, como
muestra para la medicion de la concentracion de CPT-11 en el
plasma de un animal, al que se le administro la formulacion
de CPT-11 El1l plasma obtenido se diluyo 4 veces con 0 146 M
de H3PO4, Yy 8Se agregd a una cantidad 1i1gual de solucion
convencional 1interna, como muestra para la medicion de una
concentracion de SN-38 y una concentracion de SN-3BG cada una

en el plasma del animal al que s8se le administro 1la
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formulacion de CPT-11, y se administro una concentracion en
el plasma del animal con 1la solucidn acuosa salina de
clorhidrato de irinotecan

Despues de recoger 1la sangre del corazon, se
extrajeron tumores del area 1inguinal y se lavaron con
solucion fisiolédgica, y luego se midio el peso del tumor El
tumor resultante se agrego a una cantidad de 5 veces de H3PQ,
de 0 146 M enfriado, y se homogeneizé4 con un homogeneizador
de teflon Se agregaron 200 pl del tumor homogeneizado
resultante a 50 Ml de una solucibdn convencional interna vy
0 75 ml de metanol, se suspendieron y luego Se dejaron en
reposo durante la noche a =20°C Se trato 1la solucion
resultante en una centrifugadora (15 000 rpm, 3 minutos, 0°C)
antes de agregar 0 4 ml de HPO, 0 146 M a 01 ml de
sobrenadante, para obtener de esta manera una muestra para la
medicion de HPLC Cada concentracion de la muestra resultante
para la mediciédn se medio con un PROSPEKT-HPLC de acuerdo con
el metodo de Kurita (J Chromoatogr B 724, pp 335-344, 1999),
0 similares Los resultados se muestran en las faiguras 22 a
27

La formulaciédn de CPT-11 aumento un area bajo la
concentracion en la curva de plasma-tiempc hasta 302 veces, y
un tiempo de residencia promedio de hasta 4 4 veces en
comparacion con las de la solucion acuosa salina de

clorhidrato de i1rinotecan, debido respectivamente a 1la
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formulacion de liposoma, en la concentraciédn de CPT-11 en el
plasma (Figura 22) Mientras tante, la formulacion de
liposoma de la formulacion de SN-38 aumento en un area bajo
la concentracion de la curva de plasma-tiempo hasta 2 5 veces
tal como para la concentracion de SN-38 en el plasma, Yy
extendio un tiempo de residencia promedio debido a la
administracion de una formulacion de liposoma (Figura 23)
Ademas, la formulacion de liposoma de la formulacion SN-38
aumento un area para la concentracion en la curva de plasma-
tiempo hasta 1 8 wveces en lo que se refiere a la
concentraciédn de SN-3BG en el plasma y se extendio en un
tiempo de residencia promedio (Figura 24)

En la solucién acuosa salina de clorhidrato de
irinotecan, una concentracion de clorhidrato de irinotecan en
los tejidos tumorales 1llege a un nivel de concentracion
maxima en el tejido tumoral a las 0 5 horas despues de la
administracion, y luego disminuyo con 2 3 horas de wvida
media Mientras tanto, en 1la formulacién de CPT-11, 1la
concentracion aumento gradualmente y alcanzo un nivel de
concentracion maximo en el tejido tumoral despues de 12
horas, y luego disminuyo mas suavemente que la solucion
acuosa salina de clorhidrato de 1rinotecan para aumentar un
area bajo la concentracion en la curva de tejido tumoral-
tiempo de 9 0 veces (Figura 25)

En la solucion salina fisiologica de clorhidrato de
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irinotecan, una concentracion de SN-38 en los tejidos
tumorales alcanzé una concentracion maxima en el tejido
tumoral a los 10 minutos despues de la administracion, Yy
luego disminuyo gradualmente En la formulacié4n de CPT-111,
la concentracién aumento gradualmente a las 6 horas despues
de la administracion y luego se mantuvo una concentracion
constante aproximadamente a las 48 horas A continuacion la
concentracion disminuyo hasta extinguirse en una vida media
cercana a la misma via que la de la solucion acuosa salina de
clorhidrato de irinotecan para aumentar en un area bajo la
concentracién en la curva de tejido tumoral-tiempo de 3 9
veces (Figura 26)

En la solucion acuosa salina de clorhidrato de
irinotecan, una concentracion de SN-38G en los tejidos
tumorales alcanzo una concentracion maxima en el tejido
tumoral a los 10 minutos despues de la administracion, y
luego disminuyo gradualmente En la formulacion de CPT-11, la
concentracion aumento gradualmente, Y alcanzo una
concentracion mixima en el tejido corporal a las 12 horas
despues de la administracion y luego disminuyo gradualmente
(Fagura 27)

Por lo tanto, se confirme que las propiedades
acumulables en la sangre y las propiedades transicionales del
tumor en la formulacion de CPT-11 fueron mayores que las de

la solucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan
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[Ejemplo 11]

Una formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo
de Preparacicn 7 se ensayo como formulacion de CPT-11 que
tiene un portador alto en la presente invencion

(Ejemplo de Ensayo 13) Efecto antitumoral debido a
la administracior de un farmaco tres veces

Un fibrosarcoma de ratén {(Meth A), 2 5 x 10°
celulas/raton se transplanto a la parte subcutanea i1nguinal
de un ratétn (BALB/c, hembra, 7 semanas de vida, CLEA Japan,
Inc ) La formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparacion 7 © una solucion acucosa salina de clorhidrato de
irinotecan se 1nyectaron a una vena caudal tres veces en
total, es decair, a los 7, 9 y 11 dias o a los 7, 11 y 15 dias
despues de transplante de los tumores Se empleo como grupo
de control un raton sin inyeccidn de farmaco

Tambien se extrajeron los tumores despues de 21
dias del transplante y se pesaron los tumores, para calcular
de este modo el regimen de inhibicion de proliferacion de
cada tumor, I R (%) mediante la formula que se muestra en el
Ejemplo de Ensayo 6 El resultado se muestra en la Tabla 14

En el fibrosarcoma de raton, la formulaciédn de CPT-
11 y la solucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan
mostraron cada una, un efecto inhibidor de proliferacion de

tumor significativo en relacion al del grupo de control
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Ademas, la formulacion de CPT-11 exhibio un efecto

antitumoral mas alto que el de la solucion acuosa salina de

clorhidrato de 1irinotecan Ademas,
afecto el peso corporal del raton

[Tabla 14]

ninguno de los farmacos
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Tabla 14
Dosis Tratamiento Peso del Régimen de
(mg/kg} en los dias tumor (g, 2inhibacion
promedio + (%)
S D)
Grupo de - - 2 01 + -
Control 0 30
Formulacion de 50 7911 0 20 + 89 9
CPT-11 (Ejemplo 0 17
de Preparacién
7) 100 7911 96 2
0 08 +
0 01
Formulacion de 50 71115 0 81 + 0 47 59 6
CPT-11 (Ejemplo
de Preparacion 7)
100 71115 016 + 0 12 92 3
Solucion  acuosa 50 71115 1 99 + 0 47 10
salina de
clorhidrato de
irinotecan 100 71115 1 26 + 0 49 37 4
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(Ejemplo de Ensayo 14) Efecto antitumoral debido a la

administracion de un farmaco una o dos veces

Se transplanté un fibrosarcoma de raton (Meth A),
2 5 x 10° células/raton a la parte subcutanea inguinal de un
ratén (BALB/c, hembra, 7 semanas de vida, CLEA Japan, Inc )
La formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparacion 7 o una solucion acucsa salina de clorhidrato de
irinotecan se i1nyectaron a la vena caudal a los 7 y/u 11 dias
una © dos veces en total despues de transplante de tumores
Se empleo como grupo de control un raton sin inyeccion de
farmaco

Los tumores fueron tambien extraidos al cabo de 21
dias desde el transplante y se pesaron los tumores, para
calcular de este modo el regimen de inhibicion de
proliferacion del tumor, I R (%) mediante la férmula que se
muestra en el Ejemplo de Ensayo 6 El resultado se muestra en
la Tabla 15

En el fibrosarcoma de raton, la formulacion de CPT-
11 y la solucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan
mostraron cada una, un efecto 1inhibidor significativo de
proliferacién del tumor en relacidn al del grupo de control,
por lo menos una parte de la solucion acuosa salina de
clorhidrato de irinotecan Ademas, algunas de las
formulaciones de CPT-11 exhibieron un efecto antitumoral mas

alto que el de la solucion acuosa salina de clorhidrato de
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ninguna de ambos farmacos afecté el peso

/20

[Tabla 15]
Tabla 15
Tabla 16
Dosis Tratamiento Peso del Regimen de
(mg/kg) en los dias tumor (g, inhibicion
promedio + (%)
S D)
Grupo de Control - - 353 +0 25 -
Formulacién de 12 5 7 19 +0 29 44 7
CPT-11 (Ejemplo
de Preparacion 7)
25 7 177 + 061 49 8
50 7 106 + 0 38 70 1
Solucion acuosa 12 5 1 2 82 + 0 51 26 9
salina de
clorhidrato de
irinotecan 25 7 2 61 + 0 40 26 0
50 7 2 34 + 0 17 33 7
Formulacion de 25 11 170 + 0 81 51 8
CPT-11 (Ejemplo
de Preparacion 7)
50 11 1 41 + 0 42 60 2
Solucién  acuosa 25 11 2 40 + 0 74 321
salina de
clorhidrato de
irinotecan 50 11 198 + 0 45 44 0
Formulacion de 125 7 11 195+ 019 44 8
CPT-11 (Ejemplo
de Preparacion 7)
25 7 11 1 63 +0 39 54 0
50 7 11 0 65 + 0 13 Bl 6
Solucion acuosa 12 5 7 11 2 49 + 0 29 29 4
salina de
clorhidrato de
irinotecan 25 711 2 33 + 0 62 341
50 7 11 2 08 + 0 43 41 2
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Ejemplo 12

La formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo de
Preparacion 8, se ensayo como formulacion de CPT-11 que tiene
un portador de la presente invencion

(Ejemplo de Ensayo 15)Efecte antatumoral

Células de cancer de pulmon humano (QG56) con 2 a 3
mm cuadrados fueron transplantados a una parte subcuténea
inguinal de un raton (BALB/c desnudo, macho, de 6 semanas de
vida, CLEA Japan, Inc ) con una aquja para transplante La
formulacion de CPT-11 preparada en el Ejemplo de Preparacion
8 o una sclucion acuosa salina de clorhidrato de irinotecan,
se 1nyecto a una vena caudal tres veces en total, en un punto
en el que (dia 1 el volumen estimado del tumor se calculo en
1/2 ab2 (a se refiere al eje principal de un tumor, b se
refiere a un eje menor) cercano a alrededor de 1 mm?, 4 dias
adicionales (dia 5) y 8 dias adicionales (dia 9), despues del
transplante de tumores Se empleo como grupo de control un
raton sin inyeccion de farmaco

El volumen estimado de cada tumor y el peso
corporal del raton se calcularon a los 4, B8, 12, 16 y 21 dias
despues de la primera inyeccibdn Tambien se extrajeron
tumores a los 21 dias despues de la primera inyeccion, y Sse

pesaron los tumores, para calcular de esta manera el regimen
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de 1inhabicion de proliferacion de cada tumor, I R (%)
mediante la formula que se muestra en el Ejemplo de Ensayoc 6
Los resultados se muestran en la Tabla 16, figura 28 y en la
Figqura 29

En las celulas de carcinoma pulmonar humano, la
formulacién de CPT-11 y la solucion acuosa salina de
clorhidrato de i1rinotecan, mostraron un significativo efecto
inhibidor de la proliferacion del tumor en relacion al del
grupo de controlL Ademds, la formulacién de CPT-11 exhibié un
efecto antitumoral mas elevado que el de la solucion acuosa
salina de clorhidrato de airinotecann (Tabla 16, Figura 28)
Ademas, ninguno de los farmacos afecto el peso corporal del

ratén (Figura 29)

/22

[Tabla 16]
Dosis Peso del Regimen de
{mg/kg) tumor (g, inhibicion
promedio + (%)
S D)
Grupo de Control - 2 91 hd 0 21 -
Formulacion de 25 0 03 + 0 02 99 ©
CPT-11 (Ejemplo de
Preparacién 8) 50 0 02 + 0 00 99 3
100 0 03 + 0 02 99 1
Solucién salina 25 1l 88 + 0 43 355
acuosa de
clorhadrato de 50 149 + 0 51 48 7
irinotecan 100 095 + 0 18 67 2
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REIVINDICACIONES

1 Formulacion de irinotecan caracterizado porque
incluye una vesicula cerrada formada por una membrana de
lapidos, en la que el irinotecan y/o una sal del mismo estan
encapsulados en una concentracion de por lo menos 0 07
mol/mol (mol de farmaco/mol de lipido total de la membrana)

2 Formulacion de irinotecan de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque la formulacion de
irinotecan tiene un gradiente ionico comprendido entre la
fase acuosa interna y la fase acuosa externa de la vesicula
cerrada

3 Formulacion de irinotecan de conformidad con 1la
reivindicacion 2, caracterizada porque el gradiente i1iénico es
un gradiente de concentracién de protones, que tiene un
gradiente de pH en el que el valor de pH de la fase acuosa
interna es inferior al valor de pH de la fase acuosa externa

4 Formulacion de irinotecan de conformidad con la
reivindicacion 5, caracterizada porque el gradiente de pH se
forma mediante un gradiente de concentracion de i1on amonio
y/o un gradiente de concentracién de un compuesto organico
que tiene un grupo amino capaz de ser protonado

5 Formulacion de airinotecan de conformidad con
cualguiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada
porque la vesicula cerrada es un liposoma formade por una

membrana de una bicapa de lipidos que contiene un fosfolipido

(23
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como componente principal de la membrana

6 Formulacion de irinotecan de conformidad con la
reivindicacion 5, caracterizada porque el liposoma contiene
ademas un lipido distinto del fosfolipido y/o un agente
modificador de superficie

7 Formulacion de 1rinotecan de conformidad con 1la
reivindicacion 6, caracterizada  porque unicamente la
superficie externa del liposoma esta modificada con un agente
modificador de superficie gque contiene un polimero
hidrofilico

8 Formulacion de irinotecan de conformidad con la
reivindicacion 6 © 7, caracterizada ademds porque comprende
un compuesto que tiene un grupo funcional basico como agente
modificador de superficie

9 Composicion farmaceutica caracterizada porque
comprende la formulacion de irinotecan de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8
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RESUMEN

Una preparacion de irinotecan que tiene
irinotecan y/o una sal del mismo altamente portado por un
portador vesicular cerrado, que muestra una retencion
notablemente prolongada en la sangre, como Se comparo con
aquella de las preparaciones de 1liposoma de 1irinotecan
convencionales y es capaz de estar presente en la sangre
durante un periodo de tiempo prolongado Se proporciona una
preparacion de 1i1rinotecan que comprende vesiculas cerradas
formadas de una membrana de lipido en donde el irainotecan
y/0 una sal del mismo se sellan en una concentracion de al
menos 0 07 mol/mol (mol de medicina/mol de lipidos totales
de la membzrana) La preparacion de irinotecan
preferiblemente tiene un gradiente i1onico entre una fase
acuosa 1nterna y una fase acuosa externa dentro de las
vesiculas cerradas Las vesiculas cerradas son
preferiblemente liposomas, y los liposomas preferiblemente
tienen s6lo la superficie externa del mismo modificado con
un modificador de superficie que contiene un polimero

hidrofilico
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