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Re: Expediente No 06.120.944 

Soflcitud del examen de patentabHidad correspondieiss a la Patente POT Entrada es 

Fase Nacional. pare: FORMULACION DE IRINOTECAN 

Solicitante. KABUSHIKi KAISHA YAKULT HONSHA 

RESP!JESTA AL EXAMEN DE FONDO 

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor do edad, dorY5cada y dnm!ciacH. 

coma aparece al pk. do ml firma, atentamente me permito p esentar eapuita al  

3077 notticado por fijack5n en lista el 5 de marzo de 2010 cons ::ndkrn . examos 

fordo, estando dentro del tØrmino legal en los siquientes tØrmfti:i: 

i!stLca..cón  a 
sc!IIon. 

Car; rolacibn a la decripción, se ha jealizadc Ia siquiente rnsA’caciôn la, o:s seer 

debidamente sustentads: 

Se ha mcdificado el valor 085 cie a tabla 9 de :s descripción Coiumna no Composicidn 

do sira de carqa rsla(;iÆn molar)", "PEG-DSPE" v "equipo 5. proparec6 

eor:n �i I’ 01 0.75. 

El sustento pare dicha modificac;dn so encuentra en is descnpc!Or do is rivención rA in 

cc entiende que Ia rC!CCIOfl de modficacin (%) do PE-‘-,- se calcula romo so TL:, 

en la tarla siguiente por ;o -,,Pe so entlenc  la desc Ia la tab.. ,.:: ...: a: 

ti pog rŒfi cc 
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Ejemplo 11 

o molecular 

vol u men 

Fosfatidilcolina 
de soja colesterol LIpidc� 

hidrogenada (Chol) total 
S  

790 387 

concentraón de PEG- iFEGDSPE 
DSPE 

499pL   

5938 

200mL 

8970886 75.33945 165.04831 1.23745 
mmcl  
(%) 

Indice de 0749753 
modificacion 

de PEG-DSPE 

Indice de modificación de PEG-DSPE: 

1,237451165,04831 * 100 0,749753 

R&vi nd icaciones 

Presento a consideración del seæor examinador un nuevo pliego reivindicatorio en el cual se 

ha limitado el alance de la presente invención. La reivindicaciÆn modificada I recita la 

form ulaciOn de irinotecan como sigue: 

ReivindicaciÆn 1. Una formulación do irinotecan caracterizada porque incluye nfl liposoma 

S 
fomiado par una bicapa de lipidos quo condone un fosfoUpido coma componente principal de 

la membrana, en donde solo la superficie exterior del iinoson)o est modificada con un 

agente modificador do superficie que contiene un polimero hidrofIlk.o, en la que el irinotecan 

yfo una sal del mismo estân encapsulados en una concentracOn do por Jo menoa 0.1 

mollrnol (mol de fârmaco/mol de lipido total de la membrana) par un gradtente ionico 

comprendido entre la face acuosa interna y la face acuosa externa del liposoma 

Tal coma Se establece en la reivindicaciOn 1, la presente invencón as una formulaciOn de 

irinotecan quo comprende un Uposoma formado par una membrana de tipido bicapa que 

contiene un fosfolipido como componente de membrana orincipal, en donde 1) solo la 

superficie exterior del liposoma es modificado con un agente modificador de superficie que 

contiene un polImero hidrofIlico; 2) en el cual el irinotecan y/o una sal del mismo es 

encapsulado en un concentraciOn de por lo menos 0.1 moi/rnol; 3 mediante un gradiente do 

tones entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa. 
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Nivel inventivo 

Presento a consideraciÆn del seæor examinador los siguientes argumentos que dernuestran 

el nivle inventivo de la presente solicitud en vista de los documertos DI (W003!04i681) y 

D2 (W000/023052). 

En primer lugar, el documento Dl describe un liposoma que consiste do fosfatidilcolina, 

fosfatidilgilcerol, y colesterol, que encapsula irinotecan a travØs de un mØtodo de gradiente 

de pH nencionado en el ejemplo 5, y muestra la retaciôn molar irinotecan a Upido de 007 o 

S ms on la figura Go. En Dl, so describe un polimero hidrofIlico tal como fosfatidliglicerol (PC) 

oPEG. 

Sin embargo, tanto PG o PEG se mezcla con un lipido antes de utilizarse do manors quo la 

membrana de liposoma tiene tanto su superficie interna coma su superficie extema 

modificada. En consecuencia, el documento DI falla en describir un liposoma que tiene solo 

SU superficie exterior modificada con un agente modificador de superficie que contiene un 

polimero hidrofIlico. 

Por su parte, el documento D2 describe, on la secciOn del resumen do la invenciOn, on 

liposoma en el quo ambas superficies de la membrana so modifican con polietilenglicol, con 

Lin gradiente iOnico eritre la fase acuosa interna y la fase acuosa extema (ademÆs referida 

I como mØtodo de gradiente iónico) y en donde un inhibidor do topoisomerasa so encapsuls 

en una concentración de 010 tmoIar de fÆrmaco por lurnol de lipido. 

Dicho documento 02 describe ademØs on polimero hidrofilico que proporciona on 

recubrimiento de superficie do cadena polimØrica hidrofilica tanto en Ia superficie interna 

como externa do la membrana del liposoma formado por una hicapa de lipidos. 

Sin embargo, el documento D2 no describe un liposoma en el cual solo la superficie exterior 

del liposoma este modificada con un agente modificador do superficie quo contiene un 

polimero hidrofIlico. 

La formulacion do liposoma de la presente invención contiene rin.tecan y es la formulaciOn 

do liposoma en la coal solo la superficie exterior del liposoma esta modificada con al 

polimero hidrofilico, y la formuleciÆn con tal constitución a que no so encuentra 

especificamente descrita tanto en DI como en D2. 
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En otras palabras, la invención recitada en la reivindicaciÆn 1 es diferente de los documentos 

citados Dl y D2 en la caracterIstica "modificar solo Ia superficie exterior del liposoma con ci 

polimei-o hidro fl//co’ proporcionandole por lo tanto ci nivel inventivo a la invenciôn sobre los 

documentos Dl y D2. 

For otra parte, la descripciOn de la presente solicitud describe que la formulación de la 

presente invención que comprende un polimero hidrofIlico solarnente sabre la superficie 

exterior del liposoma es la que muestra un desempeno o rendimiento superior. 

Adicionalmente, ci solicitante reaiizó varios  experimentos comparativos con la formulación de 

CPT-1 I de conformidad con la presente invención la  cual comprende un polirnero hidrofiUco 

, solarnente sabre la superficie exterior del liposoma y formulaciones CPT-1 1 (ejemplos 

comparativos) que tienen los polImeros hidrofIlicos tanto en Is superficie interior como en la 

superficie exterior del liposorna. A partir de estos experimentos comparativos, las 

formulaciones CPT-1 I de acuerdo con la presente invención demostraron tenei 

comportamiento superior a las formulaciones de los ejemplos comparativos con respecto a 

varias caracteristicas tales como retención en la sangre, estabilidad y un efecto supresor d& 

crecimiento tumoral. Dichos efectos superiores no se encuentran descritos ni en DI ni en 

D2. 

Los detalles de dichos experimentos se explican a continuaciôn. 

La descripción de la presente solicitud claramente describe que Ia formuiación reciamaaa 

que 

tiene ci polimero hidrofIlico Unicamente sobre la superficie exterior del liposoma muestra 

excelente estahilidad comparada con ía formuiaciÆn que tiene los polirneros hidrofUicos tarito 

en la superficie interior como exterior del liposoma como se indicó previamente. 

Especificamente, como se muestra en ci ejemplo 3 de la descripciôn, tanto las formulaciones 

de la preparación del ejemplo 3 y la preparación de referencia del ejemplo 1 son 

formulaciones (CPT11) que encapsulan clorhidrato de irinotecari obtenido mediante ci 

mØtodo de carga remota. La formulaciÆn CPT-1 1 del ejemplo 3 es una formulaciôn en la cual 

solo la parte externa del liposoma esta modificado con PEG mientras la formulación CPT -1 1 

de la preparación de referencia del ejemplo I es una formulaciÆn en la cual ambas 

superficies interna y externa del liposoma estÆn modificadas COO PEG, La formulaciôn de 

CPT-1 1 descrita en ía preparacióri de referencia del ejemplo 1 corresponde a una 

formulación de acuerdo a Ia descrito en Dl y 02. 

Al comparar dichas formulaciones, es aparente que la formulaciôn de la preparaciOn del 

ejemplo 3 en la cual solo Ia superficie exterior del Jiposoma fut., morUficada con PEG permitió 
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la supresión de la Iiberación de CPT-1 I por un periodo prologçio de tiempo asi coma Ia 

conservación estable de la  forrnulaciÆn de CPT-1 1 (ver fig ura 2 de la descripciÆn de la 

presente solicitud). 

AdemÆs, se revelO que la formulación de OPT-li en la cual se modificó solo  la superficie 

exterior del liposoma con PEG Se preservó en una condición estable de un tamaæo de 

particula de liposoma par un periodo prolongado de tiempo (ver figura 3 de Is descripción de 

Is presente solicitud). 

Par otra parte, se reveló que la  forrnulación de CPT-1i quo fue preparada mediante el 

mØtodo de carga remata y en la cual so modificó solo Ia superficie exterior del liposoma con 

� PEG proporcionó excelente estabihdad en el tamaæo de la psrticula y en la tasa de liberación 

del CPT-1 1, incluso Si este se almacena par 6 meses a 4C (ver tabla 3 on el ejemplo 4 do 

a presente solicitud.) 

Asi misma, la formulaciôn de CPT-1 1 de la presente invenciÆn dane una excelente retenci 

en la sançjre par  un largo periodo de tiempo (ejemplo 5 de Is descripción de Is presente 

solicitud). 

Adicionalmente se realizaron experimentos de farmacocinØtica usando una formulaciOn de 

CPT-1 1 en la cual Se modificO solo Is superficie exterior del lipo6oma con PEG (de aqui en 

adelante referido como PEG5000 Post) y una formulación do CPT-’I’i en Is cual so 

modificaron tanto la superficie interior camo exterior del liposoma con PEG (de aqul en 

I adelante referido coma PEG5000 Pre) (remita al seæor examinador al reporte de resultÆdos 

experimentales adjunto al presente memorial) 

En primer lugar, cads formulaciÆn CPT-1 1 Se administró intravenosamente a una cola de 

rata (CrI:CD (SD) macho 7 semanas de edad. Charles River Japan, Inc.) con una cantidad 

de clorhidrato de irinotecan de 10mg/kg a 30mg/kg. Pasteriormente, en periados de tiempo 

de 1 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas despuØs de la administración, so colectaron 0.3 ml de sangre 

de Ia vena cervical, y Se midió Ia concentración total de CPT -1 1 en el plasma sanguinea. 

Las resultados de la concentraciÆn total de CPT-1 1 medidos en el plasma senguinec 

despuØs do administrar PEG5000 Post y PEG5000 Pie se muestran en las siguientes figuras 

1 y 2. 
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Figure 1: total CPT-1 1 (10mg/kg) 
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Figure 2 : total CPT- 11(30mg/kg) 
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Figura I 

.Figura 1: concentración total de CPT-1 1 (10mg/kg) 

� Concentracón en plasma (flg/mL) 

� Tiempo despuØs do la admiriistraciÆn (h) 

Figura 2 

� Figura 2: concentración total do CPT-1 1 (30mg/kg) 

� Concentraciôn en plasma ( gImL) 

� TIempo despuØs de la adminstraciôn (h) 

A partir de ]as figuras 1 y 2 se estableciô que la  conCentraciOn de OFT-li despuØs de 

administrar PEG5000 Post fue mayor que despuØs de administrar PEG5000 Pre en ambos 

casos a dosis do 10mg/kg y 30mg/kg. Es decir. PEG5000 Post tksne un tiempo de retencion 

polongadapromjnente en a sangre comparado con PEG5000 
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Adicionalmente, al usar Lin software de anÆlisis (WinNonlin) para farmacocinØtica, Sc 

calcularon diferentes parÆmetros farmacocinAticos (AUClast, AUCinf, MRTiast, MRTinf, TI/2, 

Cl-tot) de PEG5000 Post y PEG5000 Pie con ci fin de Ilevar a cabo on anÆlisis estadistico y 

donde Se encontraron diferencias significativas entre tales parÆmetros. Especificarnente, se 

confirmO que, comparado con PEG5000 Pie, ci PEG5000 Post permitió al CPT-111 

desaarecer mªs lentarnente (valores mâs altos de MRT y T1/211 y mantenerse a una 

concentración mayor por Lin periodo prolonpado de tiempo. 

Adicionalmente, so realizaron experimentos adicionales en cuanto la velocidad de Iiberación 

del CPT-1 1 en ci plasma sanguIneo do una rata in vitro al usar PEG5000 Post y PEG5000 

Pie (ver reporte de Resultados experimentales). En particular, despuØs do precalentar 0.5m1 

’ del plasma sanguineo do una rata por 5 minutos a 37°C, se adicionaron 5LL de cada 

formulación de liposoma (PEG5000 Post y PEG5000 Pie) pars empezar Ia reacción. A 

periodos do tiempo do 0, 1, 2 y 4 horas despuØs de la adición do cada formulaciön, se 

muestreo una parte de la formulación adicionada al liposorna con el fin de reahzar 

mediciones de concentración del liposoma  CPT-1 1 encerrado, Ucosoma CPT liberado y SN-

38. 

Los resultados obtenidos so muestran a continuación (figura 3 y 4). 
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Figura 3 

Figura 3: PEG5000 Pie 

Reiación (%) 

Tiempo de incubación (h) 

Figura 4 

a Figura 4: PEG5000 Post 

RelaciOn (%) 

Tiempo de incubaciOn (h) 

A partir de las figuras 3y 4 se encontró que tanto en PEG5000 Post como en PEG5000 Pie, 

Sci CPT-1 I se libera gradualmente del interior de liposoma a medida que avanza ci tiempo. 

- Especificamente, PEG5000 Post presenta una liberaciOn mÆs lenta de OPT-11i que el 

PEG5000 Pie. Es decir, se estableció que PEG5000 Post tuvo rnÆs cantidad de CPT-1 

encerrada en ci liposoma despuØs de un tiempo determinado, y permitiO la admrstracOn 

estable de CPT-1 1 par un periodo prolongado de tiempo, en comparación con PEG5000 pie. 

Ademªs,  la formuiaciÆn de OPT-Il de la presente invenciOn que permite encapsular 

irinotecan en un liposoma, exhibe un elovado efecto antuneopiOsico contra varios tipos de 

cncer (ejemplo 6 en pÆrrafo [0107], 9 en [0120], 11 en [0128], 13 e3n [0136], 14 en 101381 

15 en [0141] de la descripciOn) y permite retener la corcentracôn en plasma y 1 

concentración intratumoral de CPT-11 y su rnetabohto acto, SN38, par un periodo 

prolongado de tiempo (ejemplos de prueba 7 10 y 12 de Ia descripciOn). 

Se examinO el efecto supresor del crecimiento tumoral al usar PEG5000 Post y PEG5000 

Pre (remito al examinador al reporte de Resultado Experimental). En particular, al principio, 

se implantaron 2x106 cØiuias/ ratOn de cØlulas de cancer de colon humano (HT-29) 

subcutÆneamente en Ia region inguinal izquierda de ratones desnudos BALB/c (CAnNC 

Foxni/CrlCrlj, macho, 5 semanas de edad, Charles River Japan, Inc.). 

DespuØs de implantar tumores, so separÆ el grupo de manera que se estableció el dia 0 

como el dia en el cual el volumen de un tumor supuesto calcutado par 1/2.ab2 (a representa 

un diÆmetro longitudinal de un tumor y b representa un diÆrnetro de He corto del mismo) 

llegO alrededor de 100mm3. En ci die 1, se adrrunistrO cede formulación  do CPT11 

(12.5mg/kg) initraveniosamente. 

Se mtdio el voiumen del supuesto tumor en los dlas 5, 9 y 14. Adicionaimente, Sc extrajeron 

los tumores y se midiO el peso de los mismos en ci dia 21, Se calculO la velocidad de 

nhibiciOn del crecimiento del tumor I. R. (%) mediante la guiente formula: 
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I.R. (%) = (1 -peso promedio del tumor en un grupo de tratamento/peso promedio del tumor 

en ci grupo control) * 100. El camblo del volumen del supuesto tumor en un tumor de soporte 

de ratôn HT-29 debido a cada prueba de fÆrmaco (PEG5000 post. PEG5000 pre) se muestra 

en la siguiente figure 5: 

Figure 5 change of presumptive tumor volume with time 

Figura 5 

� Figure 5: cemblo del volumen presunto del tumor con el tiempo 

� Volumen del tumor (mm’) 

Dias transcurridos (dies) 

Como se muestra en la figura 5, el volumen del supuesto tumor cc ha incrementado con ci 

tiempo despuØs de implantar un tumor en un grupo de control en el CUal no cc adrninistrb 

ninguna formuiación en este sistema de prueba. Mientras tarno, tanto en PEG5000 Post 

como en PEG5000 Pre, se inhibiô el incremento del volumen del tumor en comparación al 

grupo control. En particular, PEG5000 Post probO tener un efecto supresor mayor del 

crecimiento del volumen del tumor comparado con PEG5000 Pie. 

Adicionalmente. cada velocidad de inhibición del crecimiento del tumor I.R. (%) se calcula 

como se muestra en la siguiente table. Como se puede apreniar en dicha tahiacuando se usa 

PEG5000 Post comparado a PEG5000 Pre, se evidencia un efecto supresor mâs alto del 

crecimiento de tumor. 

Table I 

locad 
Peso del tumor g) 

Grupo Dosis (mg/kg) I de 
(promedio +/ 

nhibición 

?-Control 
-H--..... 

PE00ti2.5 tTh.56+I-0.12 27.8 



CASTELLANOS & CO. 
ABOGADOS 

CaJie 94 A No. 7 A - 09 
Bogota, D.C., COLOMBIA 

Pre -T 
PEG5000 

12.5 
Post 

0.52+/-0.09 1 33.2 

Coma se puede apreciar, entre la formulación de CPT-11 ea Ia cual so modifica solo la 

superficie exterior del liposoma con PEG (PEG5000 Post) y la formuación de CPT -1 I en a 

cual se modifican ambas superficies interna y externa PEG (PEG5000 Pro), la formulaciin 

de CPT-1 1 en la cual se modifica solo la superficie exterior del 11posorna con PEG (PEG5000 

Post) demostrÆ toner un efecto supresor mayor del crecimierJto del tumor. 

g 

AdemÆs, coma so describió en la descripcidn de la presente invenciórl, en el liposoma de 

acuerdo a ha presente solicitud en la cual no so modifica una fase acuosa interna de 

superficie lateral de una capa interna del liposoma, la estahilidad de la membrana se puede 

mantener incluso si el valor de pH de la fase acuosa interna es bajo. 

Se examinô la  estabilidad de preservación de PEG-DSPE al usar, PEG5000 Post y PEG5000 

Pre (remito al examinador al reporte de resultados expe rime iitales). En particular. se 

midieron tasas residuales de PEG-DSPE despuØs quo cada formulaciôn fuera almacenada 

par 4 u 8 semanas a 25CC y tasas residuales do PEG-DSPE despuØs de quo cada 

formulaciôn fuera almacenada par 2, 4 y 6 semanas a 40°C. Entre mayor sea la estabiUcad 

de preservación de una formulación, es mayor el tiempo de usa de ha formuiaciOn. 

El resultado de estabilidad de preservaciOn a 25’C mostrô que PEG5000 Pre tiene 88% de 

una tasa residual do PEG-DSPE despuØs de 8 semanas mientras que PEG5000 Post tiene 

mÆs de 95% de la tasa despuØs de 8 semanas. 

Adicionalmente, el resultado de estabilidad do preservacÆn a 40°C mostró que PEG5000 

Pre tiene 70% de una tasa residual do PEG-DSFE desouØs cia 6 semanas mientras que 

PEG5000 Post tiene mÆs de 65% de la tasa despuØs de 6 semanas. 

Coma so describió aruba, entre la formulación do CPT -1 1 en Ia cual solo se modificÆ a 

superficie exterior del liposoma con PEG (PEG5000 Post) y la formulaciôn de CPT-1 1 en la 

cual so moditicaron ambas superficies interna y externa dei liposoma con PEG (PEG5000 

Pre), so estableciÆ quo la formuación de CPT-1 I en la cual s(-,o se modificó  la superficie 

externa do liposoma con PEG (PEG5000 Post) mostró  mayor estahilidad depreservacion. 
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Coma se puede apreciar, ademÆs de los resultados de estos experimentos adicionales arriba 

mencionados, la forrnulaciÆn de liposoma de la presente invendon en la cual solo la 

superficie exterior del liposoma contiene polimeros hidrofilicos permite una retenciónen 

sanqe del fÆrmaco superior, comparado a la formulación de liposorna que tiene polirneros 

hidrofilicos en ambas superficie interna y externa del liposorna. Asimismo, la formulaciôn del 

liposoma de la presente invención tiene excelente estabilidad de preservaciOn con un efecto 

spresor superior del crecimiento del tumor, comparado a la formulacion de liposoma que 

tiene polimeros hidrofilicos sabre ambas superficies interna y externa del liposoma. 

Tal mejora en varias caracteristicas de 12 formulaciOn al toner un polimero hidrofihico solo 

sobre la superficie exterior del liposoma no se encuentra descrito en Dl ni en D2. Esto es, se 

puede decir que estos efectos obtenidos son para un experto en la rnateria no predecibles. 

Es asi como la formulación de liposoma de ia presente invenci6n provee ventajas quo 

incluyen un fÆcil manejo de la formulación en instalaciores mØdicas y capacidad de 

almacenamiento de la formulaciôn par un periodo prolongado de tiempo sin perder e 

elevado efecto antineoplÆsico de CPT-1 1. 

Asimismo, la form ulaciOn de CPT-1 I de la presente invenciÆn estÆ formada al incornorar una 

alta concentracion de CPT-1 1 en una condiciÆn estable dentro del liposoma sin perder, su 

excelente eficacia farmacØutica. For lo tanto, la form ulaciOn de CPT-1 1 tiene Is caracteristica 

de reducir la cantidad de los componentes, ademÆs de los componentes medicos como 

fosfolipidos, resultando en daæos menores sabre el organismo. 

4FEn este orden de ideas, y basado en tales efectos peculiares de la presente invención, es 

clara que Is presente solicitud presents actividad inventiva. Adicionalmente, los efectos tales 

como un efecto farmacØutico persistente y un efecto secundaria reducido que no pudiera 

obtenerse por formulaciones convencionales se obtienen par la formulación de Ilposorna de 

Ia presente solicitud, y el valor comercial del mismo puede ser extremadamente alto. 

Ademâs, coma se puede var de tales puntos, se revels qua Is formulaciôn de liposorna de a 

presente irivenciOn tiene efectos extremadamente superiores que los descritos en el arte 

previ a. 

En consecuencia, solicito a su Despacho conceder el privilegio de patente a ia, presente 

invención toda vez que la misma cumple con las disposiciones; dci artIculo 18 de la Decision 

486. 
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Anexos 

Formuario de modificacones 

Nuevo capItulo reivinthcatono 

Tab!a 9 de a descripciôn modificada 
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REIVINDICACIONES 

1. Una formulaciOn do irinotecan caracterizada porque incluye un liposoma 

formado por una bicapa de lipidos que contiene un fosfoUpido como componente principal 

de la membrana, en donde solo la superficie exterior del liposoma estÆ modificado con un 

agente modificador de superficie quo contiene un polImero hidrofIlico, en la quo ei 

irinotecan y/o una sal del mismo estÆn encapsulados en una concentraciOn do por lo 

menos 0.1 mol/mot (mol de fÆrrnaco/mo! do Ilpido total de la membrana) por un gradiente 

iOnico compreridido entre I@ fase acuosa interna y a fase acuosa externa del liposoma. 

D2,
 La formulaciOn de irinotecan de conformidad con la reivindicaciOn 1, 

caracterizada porque el gradiente iOnico es un gradiente de concentraciOn de protones, 

que tiene un gradiente de pH en el que el valor do pH de la fase acuosa interna es inferior 

al valor de pH de la fase acuosa externa. 

3. La formulaciOn de irinotecan de conforrndad con Ia revindicacón 2, 

caracterizada porque el gradiente de pH se forma mediante un graente do concentración 

do ion arnonio y/o un gradiente de concentraciOn de un compuesro orgÆnico quo tiene un 

grupo amino capaz de ser protonado. 

4. La formulación do irinotecan de conformidac con cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque el liposoma contiene adicionalmente un lipido 

distinto del fosfolipido y/o un agente modificador de superficie. 

5. La formulaciOn de irinotecan de conformidaJ con a rekindicarOn 4, 

caracterizada ademÆs porque comprende un compuesto quo tienc un grupo funciona 

bÆsico como agente modificador de superficie. 

6. Una cornposiciOn farmacØutica caracterizadn porclue compreride la 

formulaciOn de irinotecan do conformidad con cualquier de as reivindicaciones I a 5, 
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Tabla 9 

ComposiciOn de la ConcentraciOn de Lipido Concentraciôn de Cantidad de Tamano de 

Resina de carga Agente Agente con Particula 

(relación molar) respecto a Ia 

cantidad total 

de lipido  

Upido 1 PEG- Fosfolipido Cantidad mg/mL Agente nm 

DSPE (HSPC) total de lipido (mot)/Cantidad 

HSPC: mg/mL mm total de lipido 

Choi     (mci)  

Equipo de 54:46 0.75 20 47 4.92 0.16 97.2 

Preparaciôn 

Ejemplo 11 



Experimentos. 

Experimentador. 
Yoko TERAJIMA 

Fecha y lugar de experimentación. 
Fecha: julio 28, 2008-octubre 22, 2008. 
Lugar: do Terumo Kabushiki Kaisha, Centro do investigaciOn y desarrollo, 1500. Inokuchi, 
Nakai-machi, Ashigarakami-gun, Kanagawa 259-0151, Japón. 

Reporte de resultados experimentales 1. 

1) Objetivo 

Se prepararÆ un liposoma de CPT-1 1 encapsulado que tiene cadenas PEG en ambas 
superficies interna y externa del liposoma y un liposoma de CPT-11 encapsulado que 
tiene cadenas PEG solo en una superficie exterior del liposoma. 

2) Materiales y mØtodo. 

a) Materiales 

HSPC: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada (fabricado por Lipoid, SPC3) 

Chol: Colesterol (fabricado por Dishman) 
PEG5000-DSPE: polietilenglicol (peso molecular: 5000)-fosfatidiletanolamina 
(fabricado por NOF Corporation) 
CPT-1 1: Clorhidrato de irinotecan. 

2. Preparación del liposoma de CPT-11 encapsulado que tiene cadenas de PEG en 
ambas superficies interna y externa del liposoma (liposoma de CPT-1 1 PEG5000 Pre) 

a) Se calentaron 7.06g de HSPC, 2.94 g de colesterol y 1.51 g de PEG5000-DSPE 
en un termostato a 72°C, despuØs se adicionaron 30mL de etanol dihidratado para 
disolver cada compuesto. Al mismo tiempo, so prepararon 250mM de una solución 
de sulfato de amonio como una soluciOn de fase acuosa interna, y 90mL do la 
solución Se claentaron en un termostato a 72°C. 

b) despuØs de verificar la disoluciOn completa del lipido, se mezclô la solución en la 

I cual el lipido fue disuelto y la soluciôn para  la fase acuosa interna, y 
continuamente calentadas en un termostato a 72°C  por 10 minutos a mâs para 

- obtener una dispersion de lipido. 

C) Entonces, se controló un tamaæo de particula de la dispersion de lipido obtenido 
usando un extrusor T100. en un paso de control do tamaæo do particula, una 
muestra fue primeramente pasada a travØs de 0.2m de dos filtros apilados ties 
veces. DespuØs de esto, so coritrotO el tamaæo de particula de la muestra al pasar 
adicionalmente a travØs filtros de 0.1im hasta que el tamaæo de particula de la 
muestra Ilegara aproximadamente a lOOnm, para asi obtener un liposoma 
extruido. 

d) Los pasos i) a iii) se repitieron cinco veces y se mezclaron todos los liposomas 
obtenidos despuØs de 5 veces, obteniendo asi liposoma Polietilenglicolizado 

e) La soluciOri de fase acuosa externa del liposoma Polietilenglicolizado obtenido fue 
sustituido con una soluciOn 10mM de histidIna/10% sucrosa (pH de 6.5) usarido 
flujo cruzado para obtener un liposoma difiltrado. 

f) Se midiO una concentraciôn total de lipido del liposoma difiltrado obtenido 
DespuØs, se adicionO el liposoma difiltrado previamente calentado en un 
termostato a 50°C, y una solución acuosa conteniendo CPT-11 calentada en un 
termostato a 50°C al liposoma de manera quo la relaciôn (relación do peso) de 
CPT-11 a lipidos totales es 0.18. DespuØs la adición, la solución mezclada se 
calentó continuamente en un termostato a 50°C par 20 minutos para obtener un 
liposoma de carga de fØrmaco. 
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g) Se realizó la remoción de los fÆrmacos no encapsulados del liposoma cargado con 
fÆrmaco usando flujo cruzado. Una soluciOn 10mM de histidina/sucrosa 10% (pH 
de 6.5.) se adicionô a la solución muestra de manera que la concentración de 
CPT-1 I fue 5mg/mL. DespuØs, el liposoma se setrilizO a travØs de filtros 0.2jtm, 
para asi obtener la formulación final (liposoma de CPT-1 I PEG5000 Pre). 

Las caracteristicas del liposoma preparado se muestran en la tabla 1. 

labia I 

Liposoma de CTP-1 1 PEG5000 Pre 

Lipdo PEG PEG5000-DSPE 

tamaæo de particula 102nrn  

contenido de CPT-1 1  503mg/mL  

CPT-11 noencapsulado  0.01mg/mL  

Llpidos  - 

HSPC : Colesterol 54:46 (relación molar 

Contenido de modificaciOn de 
PEG 1.48%enmol 

RelacióndefÆrmaco/lipido 0.19  

3. Preparación del liposoma de CPT-1 I encapsulado que tiene cadenas de PEG solo 
en la superficie externa del liposoma (liposoma de CPT-1 1 PEG5000 Post) 

a) 21.17 g de HSP y 8.83 g de colesterol Se calentaron en un termostato a 72°C, 
despuØs se adicionaron 30mL de etanol dihidratado para disolver cada compuesto. 
Al mismo tiempo, 250mM de una solución de sulfato de amonio se preparó como 
una solución de fase acuosa interna, y 270mL de la solución se calentaron en un 
termostato a 72°C. 

b) despuØs de verificar la disolución completa del Ilpido, la soluciÆn en la cual el Ilpido 
fue disuelto y la soluciOn para la fase acuosa internal se mezclaron, y se 
calentaron continuamente en un termostato a 72°C por 10 minutos o mÆs para 

, obtener una dispersion de lipido. 

c) Entonces, se controló un tamaæo de particula de la dispersion de Ilpido obtenido 
usando un extrusor 1100. En un paso de control de tamaæo de particula, se paso 
una primera muestra a travØs de dos filtros 0.2p.m apilados tres veces. DespuØs de 
esto, el tamaæo de particula de la muestra se controló al pasar adicionalmente a 
travØs filtros 0.1tm hasta que el tamaæo de particula de la muestra fuera de 
aproximadamente lOOnm, para asi obtener un liposoma extruido. 

d) Se pesaron 2.26g de PEG5000-DSPE y se adicionaron a 60mL de agua. La 
soluciOn Se calentÆ para preparar una soluciOn de PEG en la cual se disolviO el 
PEG5000-DSPE. Se calentO la solución de PEG en un termostato a 65°C y se 
mezclO con el liposoma extruido. DespuØs de un calentamiento adicional de la 
mezcla obtenida por 30 minutos se pudo obtener un liposoma Polietilenglicolizado. 

e) La solución de fase acuosa externa del liposoma Polietilenglicolizado obtenido fse 
sustituyO con una soluciOn 10mM de histidina/10% sucrosa (pH de 6.5) usando 
flujo cruzado para obtener el liposoma difiltrado. 

1) Se midió una concentraciOn total de lipido del liposoma difiltrado obtenido. 
DespuØs, el liposoma difiltrado previamente calentado en un termostato a 50°C, y 
una soluciÆn acuosa conteniendo CPT-1I que fue calentada en un termostato a 
50°C se adicionaron al liposoma de manera que la relaciÆn (relación de peso) de 
CPT-11 a Ilpidos totales es 0.18. DespuØs la adición, la solución mezclada se 
calentO continuamente en un termostato a 50°C por 20 minutos para obtener un 
liposoma cargado de fØrmaco. 
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g) Se realizO la remoción de los fÆrmacos no encapsulados del liposoma cargado de 
fÆrmaco usando flujo cruzado. Una soluciôn 10mM de histidina/sucrosa 10% (pH 
de 6.5.) se adicionó a Is solución muestra de manera que la concentraciOn de 
CPT-1 1 fue 5mg/mL. DespuØs, el liposoma se esterIlizó a travØs de filtros 0.2tm, 
para asI obtener la formulación final (liposoma de CPT-1 1 PEG5000 Post). 

Las caracteristicas del liposoma preparado se muestran a continuación en la tabla 2. 

Tabla 2 

Liposoma de CTP-1 I PEG5000 Post 

Lipido PEG PEG5000-DSPE  

tamaæo de particula  
contenido de CPT-1 I 5.08m/rnL______  

- CPT-1 I no encapsulado  

Lipidos  

HSPC: Colesterol 54:46 (relaciOn molar 

Contenido de modificac3n de PEG 0.75 
% 

enmol 

Relaciôn de fÆrmaco/lipido 
- 018  

Rorte de resultados experimentales 2. 

1) Objetivo 

Se examinó  la estabilidad de preservación del PEG-DSPE usando formulaciones de 
liposoma encapsulado de CPT-1 1 (liposoma de CPT-1 1 PEG5000 Pie, liposoma de CPT-
11 PEG5000 Post) 

2) Materiales y mØtodo, 

a) Prueba de fÆrmaco 

a. El liposoma de CPT-1 1 PEG5000 pie (de aqul en adelante referido como 
PEG5000 Pie) 

b. El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqul en adelante referido como 
PEG5000 Post) 

Un mØtodo de preparaciôn para cada prueba de fârmaco Se describiô previamente en 
el Reporte de resultados experimentales 1. 

b) MØtodo de ensayo 

PEG5000 Pie y PEG5000 Post se almacenaron a 40°C pars medir la velocidad 
residual del PEG5000-DSPE despuØs de 2, 4 y 6 semanas. 

AdemÆs, se almacenaron PEG5000 Pre y PEG5000 Post a 25°C pars medir la 
velocidad residual del PEG5000-DSPE despuØs de 4 u 8 semanas. 

Se separó una parte de cada muestra y se precalentÆ, despuØs se midió  la velocidad 
residual del PEG-DSPE bajo las siguientes condiciones con H PLC. 

Detector: un detector diferencial de indice de refracciOn, 

Precolumna: una tuberia de acero inoxidable de 4.6 mm de diÆmetro interno y 5 mm 
de longitud que se llenó con 5im de silica gel fenilada por un cromatografo de liquidos 
(GL Sciences Inc.: GL cart (Intertsil Ph.)) 

Columna: una tuberia de acero inoxidable de 4.6 mm de diÆmetro interno y 25 cm de 
longitud fue Ilenada con 5jtm de silica gel fenilada por un cromatografo de lIquidos (GL 
Sciences Inc.: Intertsil Ph.) 

Temperatura de la columna: aproximadamente 50°C 
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I. 

Fase móvil: 500mL de etanol para un cromatOgrafo de lIquidos y lOOmL de metanol 
para un cromatOgrafo de liquidos fueron adicionados en 260mL de una solución 
amortiguadora de acetato con pH de 4.5 

Velocidad de flujo: Un tiempo de retención del colesterol fue ajustado a 
aproximadamente 17 minutos. 

3) Resultado experimental 

La figura I muestra un resultado experimental de estabilidad de preservación del 
PEG-DSPE a 25°C y la figura 2 muestra la estabilidad de preservación del PEG-DSPE 
a 40°C. 

Figure j: preservation stability of PEGDSPE at 
25C 
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Figura I 
� Figura 1: Estabilidad de preser’vaciOn de PEG-DSPE a 25°C 
� RelaciOn residual del lipido de PEG (%) 
� Tiempo transcurrido (0, 4 y 8 semanas) 

Figura 2 
� Figura 2: Estabilidad de preservación de PEGDSPE a 40°C 
� Relación residual del lipido de PEG (%) 
� Tiempo transcurrido (0, 2, 4 y 6 semanas) 

Como Se puede apreciar en las figuras I y 2, se pudo obtener una gran diferencia en 
la estabilidad de preservaciôn entre PEG5000 pre y PEG5000 post. 

En particular, en un ensayo de estabilidad de preservación del PEG-DSPE a 25°C 
como se muestra en la figura 1, la velocidad residual de PEG-DSPE en el PEG5000 
post despuØs de 8 semanas fue de 95% o mâs. 



Por otro lado, la velocidad residual de PEG-DSPE en PEG5000 Pre disminuyo en 
aproximadamente un 88% despuØs de 8 semanas. 

En un ensayo de estabilidad de preservación de PEG-DSPE a 4000 como se muestra 
en Ia figura 2, la diferencia del mismo se encontró ms prominente. La velocidad 
residual de PEG-DSPE en PEG5000 pre disminuyO en aproximadamente 70% 
despuØs de 6 semanas mientras que PEG5000 Post mostró un 85% o mâs de la tasa 
residual despuØs de 6 semanas. 

4) Conclusion 

PEG5000 Post con cadenas de PEG solo sobre la superficie exterior del liposoma 
tiene una establlldad de preservación superior comparada con PEG500 Pie con 
cadenas de PEG en ambas superficies interna y externa del liposoma. Los resultados 
indican que el PEG5000 post es mÆs fÆcil de manejar como una formulación que el  
PEG5000 Pre y tiene un tiempo mâs largo para ser utilizado coma formulación. 

I. 



Experimento 

Experimentador] 
Akinobu KURITA 

Fecha y lugar de experimentación. 
Fecha: agosto 26, 2008-octubre 15, 2008. 
Lugar: do Kabushiki Kaisha Yakult Honsha, Yakult Central, Instituto para investigaciones 
microbiologicas, 1796. Yaho, Kunitachi-shi, Tokio 186-8650 Japón 

Reporte de resultados experimentales 3. 

1) Objetivo 

Experimentos de farmacocinØtica fueron realizados mediante el empleo de 
formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11 (liposoma de CPT-11 PEG5000 
pre, liposoma de CPT-11 PEG5000 Post) para comparar las concentraciones totales 
de CPT-1 I de ambas formulaciones. 

2) Materiales y metodo 

1. PruebadefÆrmaco 

a. El liposoma de CPT-1 1 PEG5000 pre (de aqul en adelante referido como PEG5000 
pre) 
b. El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqul en adelante referido coma 
PEG5000post) 

Un mØtodo de preparación para cada prueba do frmaco se describiô previamente en 
el Reporte de resultados experimentales 1. 

2. Animal 

Se compraron ratas (Crl:CD (SD), machos, de 7 semanas do edad) coma animales do 
prueba de Charles River Japan, Inc. 

3. MØtodo 

. Cada formulación do liposoma encapsulado de CPT -1 1 se administrô de manera 
intravenosa en las venas de la cola de la rata (Crl:CD (SD), machos, de 7 semanas de 
edad) como animales de prueba de Charles River Japan, Inc.) como una dosis de 
10mg/kg o 30mg/kg equivalente de CPT-11. En 1, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 horas despuØs 
de la administración, se recolactaron 0.3mL de sangre do la vena cervical, y se 
obtuvieron 0.1mL de plasma sanguineo mediante separación centrifuga, para ser 
diluida con 0.4mL de una soluciOn de H3PO4 0.15M. DespuØs de proveer 0.1mL del 
plasma sanguineo diluido con 0.4mL de metanol y posterior agitación, Ia solución 
resultante fue tratada en una centrifuga (15,000 rpm, 3 minutos, 01C). 0.1mL del 
sobrenadado se diluyô con 0.4mL de una solución interna estØndar (lp.g de 
captotecina / mL de H3PO4 0.15M), para asi obtener una muestra para la medición do 
la concentración total de CPT -1 1. 

Adicionalmente, n es 3 cuando la dosis de CPT-11 es de 10mg/kg, mientras n es 605 
en el caso de 30mg/kg. 

3) Resultado experimental. 

Resultado do la medición do la concentración total. Los resultados obtenidos se 
muestran en las figuras 1 y 2 siguientes. 



Figure 1: total OPT- il (10mg/kg) 
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Figura I 
� Figura 1: concentración total de CPT -11 (10mg/kg) 
� Concentraciôn en plasma (tg/mL) 
� Tiempo despuØs de la administraciön (h) 

Figure 2: total CPT-1 1 (30mg/kg) 
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Figura 2 
� Figura 2: concentraciOn total de CPT-1 1 (30mg/kg) 
� ConcentraciÆn en plasma (ig/mL) 
� Tiempo despus de la administraciOn (h) 

A partir do [as figuras I y 2, se puede apreciar que la concentración total de CPT-1 I 
despuØs de administrar PEG5000 post fue mayor que despuØs de administrar 
PEG5000 pre en ambos casos de 10mg/kg y 30mg/kg de dosis. Esto es, comparado 
con PEG5000 Pre, PEG5000 Post mostró un tiempo de retenciÆn prolongado mÆs 
prominente de CPT-1 I en Ia sangre. 

2.) Varios parÆmetros farmacocinØticos 

Se calculó un anØlisis de parÆmetros farm acocinØticos en un grupo de tratamiento con 
30mg/kg do dosis mostrado en la figura 2 usando WinNonlin (Pharsigth Inc.). En un 
anÆlisis estadistico de PEG5000 Pro, n fue 6 mientras que n fue 5 en un anÆlisis 
estadistico de PEG5000 Post. Los resultados se muestran abajo. Se realizO un 
anªlisis estadistico empleando pruebas t de student. Se determino que en el caso de 
P<0.05, hay una diferencia significativa entre el caso de PEG5000 Post y PEG5000 
Pre. 



Tabla 1 

ParÆmetro PEG5000 Pre (n=6) 
PEG5000 Post 

- (n=5) 
Prueba t de 

-student (F) 

AUCO-72 (1g*h/mL) 7607+/-586 9102+/-813 00062 
AUCO..inf(jig*h/mL) 7609+/-586 9111+/-817 00062 

MRTO-72 (h) 753+!- 0.83 9.82+/-0  .54 00005 

MRTO-inf (h) 7.54+/- 0.83 9.90+1-0.56 0.0004 

T112 (h) 5.74+!- 0.32 719+!- 0.53 0.0003 
CL tot (L/h/kg) 0.00396+1-0.0033 0.00331+/-0.00030 0.0076 

AUCO-t: area baja la curva concentración plasma- tiempo haste un tiempo t despuØs 
de la administraciÆn. 
AUCO-inf: area bajo la curva concentración plasma- tiempo hasta un tiempo infinito 
despuØs de Ia administración. 
MRTO-t: tiempo de retención promedio haste el tiempo t despuØs de la administración. 
MRTO-inf: tiempo de retención promedio hasta el tiempo infinito despuØs de la 

D 
administración. 
T1/2: vida media. 
CLtot: depuración total. 

En i.rna comparaciOn entre PEG5000 Pre y PEG5000 Post mostrada en la tabla 1, se 
confirmó que PEG5000 Post permitió significativamente que CPT -1 i desapareciera 
mÆs lentamente (valores altos de MRT y T1/2) y mantenerse en una alta 
concentración por un largo periodo de tiempo. 

4) ConclusiOn 

Como se describiO arriba, cuarido se usa PEG5000 Post con cadenas de PEG solo 
sabre una superficie exterior del liposoma, CTP-1 1 puede permanecer en la sangre en 
una elevada concentración por un largo periodo de tiempo, comparado al usar 
PEG5000 Pre con cadenas do PEG en ambas superficies interna y externa del 
liposoma. 

Reporte do resultados experimentales 4. 

1) Objetivo 

Se realizaron experimentos in vitro de liberación de plasma sanguineo de ratas 
usando formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11 (liposoma de CPT-11 
PEG5000 pre, liposoma de CPT-1 I PEG5000 Post), 

2) Materiales y mØtodo 

1. Prueba de fÆrmaco 

a) El liposoma de OPT-i I PEG5000 pre (de aqul en adelante referido como PEG5000 
Pre) 
b) El liposoma de CPT-11 PEG5000 post (de aqul en adelante referido coma 
PEG5000Post) 

Un mØtodo de preparación para cada prueba de fÆrmaco se describió previamente en 
el Reporte de resultados experimentales 1. 

2. MØtodo do ensayo 

Se realizo una laparotomla a una rata (Crl:CD(SD), macho, ratas de 8 semanas de 
vida) baja anestesia nembutal para recolección de sangre desde una aorta abdominal 
do la rata. Despues de agregar 0.2mL do heparina a la sangre recolectada y agitar 
ligeramente, la solución resultante se tratO en una centrifuga (3,000 rpm, 15 minutos, 
41C), para asi obtener un sobrenadado (plasma). 



El plasma sanguineo obtenido so almacenó en congelaciªn a -20°C, y descongelado 
sabre hielo antes de ser empleado, DespuØs, so precalentaron 0.5mL del plasma 
sanguineo descongelado a 37°C por 5 minutos, 5jtL de una formulaciÆn de liposoma 
encapsulado de CPT-1 1 (PEG5000 Pre o PEG5000 Post) se adicionaron al mismo 
para empezar la reacciOn. 

En 0, 1, 2 y 4 horas despuØs de la adición de la formulaciôn, se muestrearon 0.1 mL de 
la formulación acondicionada con plasma y se diluyeron con 04mL do una solución do 
H3PO4 0.15M. DespuØs de diluir 0.1mL del plasma sanguineo diluido con 0.4mL do 
metanol, la soluciOri resultante se trató en una centrifuga (1,500 rpm, 3 minutos, 0°C). 
0.1mL del sobrenadarite obtenido se diluyeron con 0.4mL de una solución interna 
estÆndar (captotecina 1ig/mL de una soluciôn do H3PO4 0.15M), para asi obtener una 
muestra para medirle la concentración total de CPT-1 1. 

Mientras tanto, 0.2mL del plasma sanguineo diluido fueron sometidos a una 
separaciOn centrifuga (100,000 x g, 30 minutos, 100C). 0.05mL obtenido en la capa 
superior se diluyeron con 0.2mL de una solución de H3PO4 0.15M y 0.25mL de una 
solución estândar interna, para asI obtener una muestra para medir la concentraciôn 
do liberaciOn de liposoma de CPT-1 1 y SN38. 

Entonces, Se midiO cada concentración de CPT-1 1 total, liposoma de CPT-1 I liberado 

Dy
 SN38 mediante HPLC usando un detector de fluorescencia. La concentración de 

liposoma de CPT-1 1 liberado se calculó restando  la concentración del liposoma do 
CPT-1 1 liberado do la concentración de liposoma de CPT-1 1 total. 

El nUmero do n usado en estos experimentos do liberaciÆn fue 3. 

3) Resultados experimentales 

De la figura 3 mostrada abajo, se aprocia un resultado experimental de PEG5000 Pie 
y en la figura 4 Se muestra el resultado de PEG5000 Post. La rolación (%) sobre el oje 
vertical en la figura 3 y 4 muestra el % en mol de cada sustancia. 
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Figura 4 
Figura 4: PEG5000 Post 
RelaciOn (%) 
Tiempo de incubaciOn (h) 

En corn paraciOn entre las figuras 3 y 4, PEG5000 Post permitiô una mayor cantidad de 
liposoma de CPT-11 encerrada en 1 y 2 horas despuØs de iniciada la reacciOn. Estos 
resultados indican que PEG5000 Post libera el OPT-Il en el plasma sanguneo de 
una rata mÆs lentamente en comparaciÆn al PEG5000 Pre. Esto es, se comprobô que 
el PEG5000 Post permitió administrar de manera estable una cantidad determinada de 
CPT-1 I por un periodo prolongado de tiempo, comparado con PEG5000 Pre. 

4) Conclusion 

Se comprobÆ que el PEG5000 Post que tiene cadenas de PEG solo en la superficie 
exterior del liposoma mostrÆ una liberaciOn mªs lenta de CPT-1 1 y pudo administrarse 
establemente, comparado al PEG5000 Pre con cadenas de PEG en ambas superficies 
interna y externa del liposoma. 

S 
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Experimento 

[Experi mentador] 
Takeshi MATSUZAKI 

Fecha y lugar de experimentación. 
Fecha: agosto 19, 2008-septiembre 17, 2008. 
Lugar: do Kabushiki Kaisha Yakult Horisha, Yakult Central, Instituto para investigaciones 
microbiologicas, 1796. Yaho, Kunitachi-shi, Tokio 186-8650 Japôn. 

Reporte de resultados experimentales 5. 

1) Objetivo 

Efectos antitumorales in vivo do formulaciones de liposoma encapsulado de CPT-11 
(liposoma do CPT-11 PEG5000 pre, liposoma de CPT-11 PEG5000 Post) se 
compararon usando ratones desnudos a los cuales so les implantó subcutÆneamente 
cØlulas de cancer do colon humano (HT-29). 

2) Materiales y mØtodo 

D1.
 Prueba de fÆrmaco 

a) El liposoma de CPT-1 I PEG5000 pre (de aqul en adelante referido como PEG5000 
Pre) 
b) El liposoma de CPT-1 I PEG5000 post (de aqul en adelante referido coma 
PEG5000 Post) 

Se diluyeron pruebas de fØrmaco con una solución salina fisiologica (Fuso 
Pharmaceutical Industries, Ltd, Lot No. 805150) para realizar los experimentos. 

Un mØtodo de preparación para cada prueba de fÆrmaco Se describe previamente en 
el Reporte de resultados experimentales 1. 

2. Animal 

Se comprô un grupo de 10 ratones (BALBIc ratones desnudos (CAnNCg-
Foxniu/CrlCrIj, macho, 5 semanas de edad, Charles River Japan, Inc.)) 

3) CØlulas de tumor 

Se compraron cØlulas de cancer de colon humano (HT-29) de American Type Culture 
Collection (ATC) y se implantaron subcutÆneamente bajo condiciones de 5% do CO2 
y 37°C usando Media do Æguila modificado de Dubelcco (DMEM medium) (10% 
FBS/DMEM) que contiene 10% de suero bovino fetal (FBS), IOOU/mL de penicilina y 
100 ig/mL de estreptomicina. 

4) lmplementación y determinación do .in ensayo de efecto antitumoral. 

2x106 cØlulas/ 0.1mL / cØlulas de ratón (HT -29) se impplantaron subcutâneamente en 
Ia region inguinal izquierda de un ratón desnudo mediante una jeringa de vidrio y una 
aguja de inyección. se separo el grupo de manera que se estableciô el dia 0 
como el dia en el cual el volumen de un tumor supuesto calculado por ‰ab2 (a 
representa un diÆmetro longitudinal de un tumor y b representa un diÆmetro de 
eje corto del mismo) llegó airededor de 100mm3. En el dia 1, se administró una 
prueba de fârmaco (PEG5000 pre o PEG5000 post) (12.5 mg/kg/por dosis) 
intravenosamente. Una solución salina tisiolOgica empleada como solvente se 
administrO a un grupo de control. DespuØs se extrajeron los tumores y midiendo el 
peso do los mismos en el dia 21, se calculo la velocidad de inhibiciôn del crecimiento 
del tumor I. R. (%)por la siguiente formula para determinar un efecto principal. El 
volumen del supuesto tumor se midió secundariamente para realizar una comparación 
total. 

I.R. (%) = (1 -peso promedio del tumor en un grupo do tratamiento/peso promedio del 
tumor en un grupo de control) * 100. 



S 

(3) Resultados experimentales 

1. Camblo del volumen del supuesto tumor en un ratón portando un tumor HT-29 
debido a la administraciOn de cada prueba de fÆrmaco. 

Como se muestra en la figura 1, el volumen del supuesto tumor se ha incrementado 
tiempo despuØs de implantar un tumor en un grupo de control, en el sistema de 
prueba. Al contrario, en ambos grupos de prueba, el crecimiento del tumor fue 
suprimido comparado con el grupo de control. En particular, PEG5000 Post que tiene 
cadenas PEG solo en la superficie exterior del liposoma demostró tener efectos 
supresivos superiores del crecimiento del tumor comparado con PEG5000 Pre. 

Figure 1: change of presumptive tumor volume with time 
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Figural I 
� Figura 1: Cambio del volumen presunto del tumor con el tiempo 
� Volumen del tumor (mm3) 
� Dias transcurridos (dias) 
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2. Efectos supresor del crecimiento del tumor debido a la admiriistración de cada 
prueba de fÆrmaco. 

En el dia 21, se determinO finalmente un efecto supresivo del crecimiento del tumor 
fue finalmente (Tabla 1) 

Como se muestra en la tabla 1, corn parando tanto PEG5000 Pre como PEG5000 Post 
con el grupo de control, se encontrô un valor rnenor significativo del peso del tumor. 
En comparaciOn entre PEG5000 Pre y PEG5000 Post, PEG5000 Post demostró una 
mayor velocidad de inhibiciOn del crecimiento del tumor, 

Tabla I 

Peso del tumor 
Velocidad

Grupo DosIs (mg/kg) de
 (promedio +1- S.D.) 

Control --------- 0.78+1-0.10 
PEG5000 

Pre 12.5 0.56+/-0.12 27.8 

PEG5000 12.5 0.52+/-0.09 33.2 Post  

5) Conclusion 

Se compararon los efectos antiturnorales de formulaciones de liposoma encapsulado 
de CPT-11. Como resultado, en las dosis examinadas en esta ocasión, se comprobó 
que PEG5000 post con cadenas PEG solo sobre la superficie exterior del liposoma 
mostro una velocidad de inhibición de crecimiento del tumor mayor que la PEG5000 
pre con cadenas de PEG sobre arnbas superficies internal y externa del liposoma. 
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LIPOSOMES 

This application is a continuation of application 8cr. No. 
08.001,900, filed Jan. 7, 1993, now abandoned, which is a 
continuation of application Ser. No. 07/678,955, filed Apr. 
19, 1991, now abandoned. 

Ihe present invention relates to liposomes bearing poly-
ethylene glycol (PEG) moieties covalently linked to the 
external surface. 

ariv ways have been sought to prolong the half life of 
liposorncs in the circulation. Methods have included incor-
poration of gangliosides in the lipid bilayer, as described by 
Allen, 1’. M. et al,Biochirn. B/op/i ys.Acta 818: 205-210, and 
coating the liposomal surface with molecules such as 
glycosides, as described by Ghosh, P. and Bachawat, B. K. 
Bloc/i/ni. B/op/i vs. Acta. 632: 562-572, and poloxamcrs, as 
described by Senior J. CRC Critical Reviews in Therapeutic 
Drug Carriers 3: 123-193 (1987). 

There is however, a need for a technique which increases 
the surface hydrophilicity of liposomes (whether these are 
small uoiiamellar vesicles or multilamellar vesicles or large 
unilamellar vesicles of defined size) while quantitatively 
retaining aqueous solutes, without crosslinki,ng the vesicles 
and without conferring on the vesicle a net charge. 

A particular problem arises in the use of liposomes to 
modify the circulation lifetime characteristics of magnetic 
resonance imaging agents such as Gd-DT,PA described by 
Unger et al., Radio/ogy, 171 81-85 (1989) and Tilcock et al., 
Radiology, 171: 77-80 (1989). For use as a perfusion agent 
it would he desirable to increase the circulation lifetime of 

r-hposomal Gd-DTPA. 
Once administered iv., the liposomes are subject to 

numerous interactions with plasma proteins (eg. HIM.) and 
the Rcticulo-cr:dothelial system (RES) which result in rEsts-
bilisation and clearance of the vesicles from the circulation. 
Methods that have been employed to date to improve vesicle 
stability in the circulation have been to incorporate sterols 
such as cholesterol or glycolipids within the lipid composi-
tion of the vesicles. The drawback to both approaches is that 
it has been shown that the sterol or other high phase 
transition lipid decreases the permeability of the vesicle 
membrane to water and so results in a decreased relaxivity 
for the entrapped Gd-DTPA, thereby decreasing its ,effec-
uVencss as a contrast agent. 

We have surprisingly discovered that the covalent link-
age of PEG to the external surface of liposomes can extend 
the circulation life -time of the liposomes without disrupting 
the lipid hi-layer. 

The present invention therefore provides liposomes hav-
ing covalontly bound PEG moieties on the external surface. 

Prferahy the PEG moiet,(ik.liJamino groups 
in the head LTloupol at least one spho1species 
toinung the liposorne Suitib1hos shaving smino 
g(pUcp1nCjQ)jtidylethanolamine 
(PL) an sphatylisejtpp (PS) - 

\lic liposomes may he formed of any suitable phospho-
11 pin or phospholipid mixture, of which a great many are 

\ already known in the literature, provided that at least one of 
\he phospholipid species has a suitable head group for 
linding PEG. The space within the liposomes may contain 
any conventional aqueous p base and the lipusonies may he 
presented as an aqueous suspension or as any other conven-

\ lionel formulation, for instance as pharmaceutical formula-
tions also comprising a pharmaceutically acceptable carrier 
or diluent, for instance as formulations for intravenous 
adtninistration. Preferred carriers include sterile water for 
injection with optional accessory ingredients such as buffers, 
preservatives, antioxidants and isotonic salts. 

2 
Preferably the liposomes are large anilamellar vesicles 

prepared by extrusion (LliVettes), more preferably lipid 
bilayers consist of a 7:3 to 5:5 molar ratio of diocyiphos-
phatidyl choline and dioleylphosphatidyl ethanolamine and 

s most preferably the liposomes contain aqueous Gd-DTPA. 
The invention further provides a process comprising 

liposomes derivative of treating with a reactive pplyethylepe 
glycol, preferably 2,2,2-trifluoroethanesuiphonyl (tresyl) 
monomethoxy PEG. Tresyl monomethoxy PEG (TMPEG) 

to and its production is described in our co-pending British 
application no. 8824591.5. 

Preferably the reaction between the reactive PEG deriva-
tive and the liposomes is conducted in aqueous solution at 
ambient or physiological temperatures. The reaction occurs 

is at near neutral pH, for instance in physiological buffer but is 
faster and more extensive at pH9-10. 13y controlling the 
ratio of reactive PEG derivative to liposomes, the number of  
PEG nioieties linked to the liposomes may he controlled. 

Poly(ethylene glycol) (PEG) is a linear, waler-so1ub1fl o, 
20 polymer of ethylene oxide repeating units with two terminal 

hydroxyl groups: 

H0(C142CH20)CH2CH20t1 

PEG’s are classified by their molecular weights, thus PEG 
25 6000, for example, has a molecular weight of about 6000 

and n is approximately 135. 
PEG’s can he covalently linked to proteins by a variety of 

chemical methods. We have used tresyl chloride (2,2,2-
trifluoroethane sulphonyl chloride) to activate the single free 

30 hydroxyl group of monomethoxy PEG 5000 (MPEG) but 
other tresyl halides and other reactive derivatives of MPEG 
may he used. By having the other hydroxyl group of PEG 
"blocked" as the unreactive methyl ether, the possibility of 
producing PEG activated at both ends, which would give 

as rise to cross-linked lipids in the coupling stage, is avoided. 
’Th9 phophhiidy19--(PLand 

phospha,yi SILdRe(PS) havea free amino group in the 
polar head group In aqueous solutions phosjihiiltpidcshow 
iyntro’iilltesomorphism; most phospholipids adopt closed 

40 vesicle structures comprising lipid hilayers (liposomes). PE 
on, its own adopts the Il phase, but in mixtures with 
phosphatidyicholirie (PC) adopts bilaycr organizations. We 
have prepared liposomes from FE/PC mixtures to provide 
lipid vesicles with the amino groups of FE exposed at both 

45 the outer and inner surface. Only the outer P11 molecules are 
accessible to the tresyl-PEG, so the modification is asym-
metric. 

The amount of PEG linked to the liposome surface can he 
controlled by varying the lipid composition, the ratio of the 

50 reactive derivative of polyethylglycol to the phospholipid 
having an amino group-containing head group, the duration 
of the reaction and the pH. The production process may be 
optimised by systematic studies using, for instance, release 

/ of entrapped dye as a marker for disruption of the integrity 
ss of the lipid hif aver and by tnonitoring half-life of treated 

liposomes in, for instance, the blood stream of mice follow-
ing intravenous administration

major fate of untreated  injected in to the 
circulation, regardless of’ size,Vis uptake by the Kupfer cells 

o of the liver amid by fixed macrophages in the spleen. Such 
Uptake by the reticulo-endothelial system (RES) limits the 
applicability of liposomes in applications such as the for-
mation of reservoirs for the slow release of biologically 
active molecules and for treatment of tissues oilier than RES 

65 tissues. Treatment of the liposomes according to the present 
invention, in order to introduce PEG moieties on the external 
surface surprisingly reduces the interaction between serum 
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and the Ii e and sur risin 1 increases the eirculationV the vesicle surface makes them more "PEG-like" (increases 
i c -time followin intr v - their wetting by the PEG -rich phase) and they partition to the 

arucularly preferred use of the PEG-hearing liposoines top phase. 
of the present invention is in the delivery of MR imaging 
agents such as Gd diethylentriairnnepentacedic acid ch Example 1 

latc.- PEGylation. of MLVs (Multilamellar Vesicles) 
The invention further provides the use of liposomes 

having PEG moieties bound to their external surfaces in Multilarnellar vesicles containing 20% (w/w) egg phos-

therapeutic and diagnostic methods practised on the human ,.phitidylcthanoiamine (EPE) and 80% (w/w) egg phosphati 

or animal body, for instancc as delixy.mun1nz £hl s2nd’ dyicholine (EPE) arid 4C EPC were prepared in 0.125M 

for conirast gei agnetie iea’e (MR) iiiing. NaCI containing O.OSM sodium phosphate buffer, pH 7.5 

T1ºIcotion provides a therapeutic or diagnostic process (PBS) at 10 mg total lipid/mi. 0.1 ml samples of vesicles 

comprising intravenous administration of an effective, non were incubated with solutions of TMPEG prepared in PBS 

toxic amount of a PEG-bearing liposornes as hereinbefore (final concentrations 0-170 mg/ml) for 2 hours at room 

described containing a diagnostic or therapeutic agent to a :15 temperature. Samples were partitioned by adding samples 

human or non -human animal in need thereof. (0.05 ml) to a hiphasic system (1 ml of top phase and 1 ml 
of bottom phase of a phase system of 5% (w/w) PEG 6000 

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS and 5% (w/w) Dextran T500 in 0.15M NaCl containing 
0.01M sodium phosphate, pH 6.8, mixing the systems and 

The invention will now be illustrated by the figures of the 
20 measuring the radioactivity in samples taken from the mix -

accompanying drawings which: tore immediately after mixing (total) and from the top and 
FIG. 1, shows a comparison of the clearance of PEGy- bottom phases after phase separation was completed (20 

lued SUV’s and unPEGylated SIJVs from the circulation in mm). 
mice. The results in [able 1 show that exposure of the liposome 

HG. IA: SUVs of composition DSPC:PL:Cholesterol - 
(molar ratio 0.4:0.1.5) either PEGylated ( ) or untreated () 
were injected iv into mice (0.4 mg/25 g mouse). Blood levels 
of CF (dose–se, S animals) are shown; i-i phosphohpid 
Clearance was similar (not shown). 

FIGS. 111: and 1C: Identical conditions to FIG. 1A except 
that the SUV preparation had been centrifuged to 100,000 g 
for 1 hr to remove larger vesicles and the injected dose as 
0.8 mg /25 g mouse. Both CF FIG. 1.13 clearance and "F1 
phospholipict clearance FIG. 1C are shown for PEGylated () 
and unPEGyiated () vesicles, 

The invention will now he illustrated by the following 
Exaniples: 

EXAMPLES 1-10 

25 to TMPEG increases their partition into the PEG-rich top 
phase. This indicates that PEG has become attached to the 
liposome, presumably by the covalent attachment to the 
ammo group of the EPE. 

30 

35 

40 

PREPARATION OF PEGYLATED LIPID 
VESICLES 

A. Preparation of Activated Tiesyl-MPEG 
Tresylated motiomethoxy PEG (TMPEG) was obtained 

by treating dry monomethoxy PEG 5000, which is available 45 
from Union Carbide, in dichloroinethane, with tresyl chlo-
ride (2,2,2-triPuoroetbanc-sUlphonyl chloride) which is 
available from Fluka, at room temperature, using pyridine as 
a base catalyst. ’Dichloroinethane Was removed under 
reduced pressure and the solid obtained dissolved in 50 

methanol-i ICI mixture (0.3 nil cone I ICI per 1000 ml) and 
rprecipitated at between -20 and 0. The solid was isolated 
by centrifugation, the process repeated until the sample was 
free of pyridine (detected at 255 nm), and then the solid was 
reprecipilated from methanol until acid free. 55 

0. PLGylaiion of Lipid Vesicle Surfaces 
The resulting TMPEG was reacted with lipid vesicles at 

room temperature in buffered solutions (see below). The 
16411 covalent attachment ol the MPEG to the outer 
surface of the vesicles was demonstrated by the alteration ’in 60 

the partitioning behaviour of the vesicles in aqueous two-
phase systems of PEG and dextran, by a method similar to 
that of Tilcock et fl., Biochim. Biophvs. Acta 979:208-2.1,4 
(1989). The composition of the phase system wastdjusted 
so that the vesicles showed a low partition, in the top 65 

PEG-rich phase; vesicles were at the interface or in the 
MPEG bottom dextran-rich phase. Attachment of MPEG to 

’LAJ3LE 1 

The effect of TMPEG on the partitioning behaviour of 
: 

mn-iniliilainettar vesicles of ttl’19EPC (2:8) 

thiAl  T.MPECT PARTITION (CO)  

(mg’nil) ’lop Phase Interface Bottom Phase 

00 9A 4,7 846a41 64a24 
2.0 ’ ’ 14.5 e5,4 80.2a4.2 5,3–1.6 3 
8.0 44.9 a 6.3 50.8 a 6.5 4.3 a 0.4 3 

12.5 74.7 
– 9.5 20.1 a 10.5 5.2 – 1.4 3 

25.0 96.1 a 7.8 3.1 a 3.6 4.6 a 0,8 4 
50.0 89.3 6.5 4.5 1 

100.0 66,8 5.1 6.1 1 

170.00 89.3 6.5 4.2 

The presence of PE in the vesicle is required for TMPEG 
to have any effect, When MLVs of 10011v EPC were treated 
with TMPEG for two hours and then partitioned in a 517&/5% 
PEG 6000-Dextran T500 systems in 0.15M NaCl buffered 
with 0.01M sodium phosphate, pH 6.8 there was no differ-
ence compared to MLVs treated with buffer (Table 2). 

TABLE 2 

Effect of TMPEO’ on e85PC Multilametlar vcicI5s 

FINAL TMPEG PARTITION (%) n 

(mg/ml) lop Phase Interface Bottom Phase 

0 22.5 a 13.0 706 a 12,0 5.0 a 1.0 5 
25 25.8 a 130/ 67.15 a 14.0 6.4 a 1.0 5 

The activity of TMPEG declines on storage. Samples that 
hid 1st their ability to PEGylate proteins were found to 
have no ethaŁt od the partitioning of liposoines containing 
?E. This observation, taken together with the inablity of 

flvIPEG to effect non-PE containing vesicles supports the 
conclusion that ’TMPEG attaches to PH specifically, and that 
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altered partitioning does not arise from adsorption of 
TMPEG to vesicle surfaces. 

Example 2 

PEGylation of ST/Vs (Small Unilaniellar Vesicles) 

SUVs composed of distearoylphosphatidylchouine 
(DSP(,’), dip almitoylphosphatidylethanolamine (I)PPE) and 
cholesterol in molar ratio 0.8:0,2:1 were prepared by the 
method of Senior ci al., Bioc/tim. Biophys, Acta. 839: i�S 

with tracer i I-1)PPC (6x106 dpni per 30 mg 
phospholipid): 25 mg DSPC, 5.5 mg DPPE and 15 mg 
cholesterol were hydrated in 2 ml P138 (0.125M NaCl 
buffered with 0.05M Naphosphate buffer, pH 8.5). To ma-
sure tiposomal retention of water-soluble molecules during 
the coupling reaction and subsequent procedures, Carhoxy-
fluorescein was partially purified and entrapped at 0.15M as 
described by Senior et al., Biochi;n. Biophys. Acta 839: 1-8 
(1985). 0.5 ml SUV were incubated with an equal volume of 
’FMPL:G, prepared in PBS (0.125M NaCl hufferec with 
0.05M Naphosphate buffer, pH 8.5) at 125 mg/mi. for 2 
hours at room temperature (Ratio of TMPEG to total DPPE 
is 6.25). The vesicles were then separated from onreacted 
TMPEG by gel filtration on Sepharosc 4B -CL and parti-
tioned as in Example 1 in a phase system of 5% PEG 8000 
(Union Carbide) and 5% Dextran T500 (Pharmacia) in 
0.I5M NaCl containing 0.01M sodium phosphate, pH 6,8. 
The results in Table 3 show that exposure of the liposomes 
to ’p�4PL’G increases their partition into the PEG -rich top 
phase compared with vesicles treated only with buffer 
(control). This suggests that PEF has been covalently linked 
to the amino group of the DPPE. PEGylation proceeded 
without the loss of the entrapped CF. 

TABLE 3 

Ph.’,c Parituenine of i’i’.Oylaled id coP (rttcted SUVs 

VF.SICLItS PARTfTION1 (%) 

11 as e ’Fop Phase Interface Bottom 

1ntrcate4 1,4 – 0.2 36.0 a 5.)) 62.5 a 5.1 
TcIPEO’treoeC 06.5 a 1.0 1.4 a .11 2.1 a 0,4 

linear a ii = S 

Example 3 

’floe StJVs, as used in Example 2, were treated with 
TMPEG (125 mg/ml) and their partitioning compared with 
SUVs treated with MPEG (125 mg/ml) or buffer: the 
TM1E6 treated vesicles were completely (100%) parti
tioned into the top phase, whereas the MPEG-treated 
vesicles and buffer-treated vesicles showed no top phase 
partitioning, and similar even distributions between the 
interface and the bottom phase. This provides additional 
support for the suggestion that ’I’MPELr acts by covalent 
attachment to the vesicle surface, and not by adsorption. 

Example 4 

PLGylation of LbVettes (Large Unilameliar 
Vesicles Prepared by Extrusion) of Defined Size 

LUVettes were prepared as described by Tiicock et al-, 
Thociwn. Biop/zya. Acta 979:208-214 (1989). 

LUVettes of 100 nm diameter were prepared at a final 
concentration of 10 mg/mi. Mixtures of dioleylphosphati-
dyleholine (DOPC) and dioleviphosphatidyl ethanolamine 

6 
(DOPE) in chloroform at various molar ratios (total 20 
rnrnoles) were combined with 2uC of a3H DPPC and the 
solvent removed by evaporation under reduced pressure 
(<0.1 ran l-Ig) for 2 hours. The lipid was dispersed by vortex 
mixing at room temperature in 1.55 ml of 50 m 1-lepes, 100 
mM NaCl pH 7-9 to give a final lipid concentration of 10 
tug/mi. Large unilamellar vesicles were then produced by 
repeated extrusion (10 times) of the lipid dispersion MLVs 

through 
two stacked 100 tim polycarhonate filters using the 

- 

Extruder device (Lipex Biomenabranes, Canada) by the 
method of Hope et at., Biochim. Biophys. Ac/a 812: 55--65 
(1985). Diameters determined by QEL using a Nicomp 
model 270 particle analyzer. 

.15 , The vesicles were PEGylated by incubation with 40 ul of 
buffer containing TMPEG at room temperature. At intervals 
20 ul arnles were removed and partitioned in a phase 
sytç(n of 15 titi top phase and 1,5 ml bottom phase of a 5% 
PEG 80t0 .(Union Carbide) and 5% Dextran T500 

system prepared 0.15M NaCl buffered with 
sodium phosphate pH 6.8 at room temperature. Samples of 
top and bottom phase were removed for counting 20 mm 
after the phase had been mixed and allowed to separate. This 

- phase system was selected so that the partitioning of the 
°° untreated vesicles into the top phase was extremely low 

(>5%); the majority of the vesicles were approximately 
equally divided between the bottom phase and the hulk 
interface. 

30 
Example 5 

The time course and pH dependency of the PEGylation 
reaction using a two-fold excess of TMPEG to the DOPE 

35 
present at the outer surface of LU Vettes are used in Example 
4. At pH 8-9 incubation with TMPEG rapidly caused a time 
depchdcnt transfer of vesicles to the top phase. At pH 7.5 the 
reaction Was considerably slower and at pH 7.0 there was 
virtually no transfer to the top phase. In a separate experi-

40 
merit in which the bottom phase and interface partitioning 
was also measured it is seen that at pH 7.2., although top 
phase partitioning does not alter there was decrease in 
bottom phase partitioning with an increase in interface 
partitioning, indicating that PEGylation proceed at pH 7.2 

45 
albeit, inore’ slowly than at higher pHs. At pH 8 the parti-
tioning moves from the bottom phase to the interface and 
thcu in the top, phase; at pH 9 and 10 vesicles are moved 
rapidly from the interface and bottom phase to the top phase. 
Thus the PEGylation reaction is very sensitive to pH and 
appropriate choice of conditions of time and p11 can deter-
mine the degree of PEGylation. The extent of PEGylation 
can also be controlled by the amount of TMPEG used, 
Treating 100 rim Luvettes of DOPE/DOPC (0.2:0.8) at pH 
9.0 with varying molar ratios of TMPEG increased parti-

55 
tioning into the top phase consistent with increasing PEGy-
lation. There Was a marked increase in top phase partitioning 
between the molar ratios 1.0 and 1.3 from 20% to 90%, 
When the partitioning in the bottom phase and at the 
interface is also measured (Table 4) it can he seen that 
PEGylation at the lower ratios of TMPEG:outerDOPE molar 
ratio causes a progressive change in the partition (roni the 
bottom phase to the interface and subsequently to the top 
phase demonstrating gradations in the degree of PEGylation. 

It is clear from the time course of the partitioning that 
–5 reaction at pH 9 is virtually complete by .1 hour. Thus 

defined degrees of PEGylation are obtained by control of the 
TMPEG:DOPE ratio. 
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TABLE 4 

Molar ratio 
1’MPEru nopE 

at outer sutace Eottorn tnterFace Top 

0 50 40 10 
0.2 56 41 3 
1.0 28 58 13 
1.1 1 9 89 

Measurement of the fraction of amino groups (from PE) 
exposed at the outer surface of the LUVettes, made by the 
method of hope, M. J. and Cuflis. P. R. .T. 1-jiol, C/rem, 262: 
4360-4366 (1987) in 0.05M ’ENIIS in borate buffer at p1 1 
8.5, gave values of 47% for DOPC:DOPE vesicles (8:2), 
close to the theoretical value of 50111b for equal distribution 
of the P1- between the inner and outer surfaces. PEGylation 
caused a decrease in the P1- content detectable by this assay, 
suggesting covalent attachment of the MPEG to the free 
NH, group of PE, For example, when a 3-fold mole excess 
of TMPLG to Outer PE was added to DOPC:DOPE vesicles 
of 7:3 molar ratio for 1 hour, the percentage of outer Ph 
ItiCy1ated was 36%; when a 6-fold molar excess was added, 
this percentage PEGylation increased to 451k. 

Example 6 

Stability of Lipid Vesicles to PEGylation 

The stability of lipid vesicles was measured by the extent 
of efflux of 6CF (6-carboxythiorescein) as’ described by 
Senior and (.ircgoriadis in "I.. iposome. Technology." (0 Ore-
goriadis cii) vol 3, p. 263 (1984) CRC Press. LUVettes of 
100 rim composed of DOPC:DOPE were prepared with 
entrapped 50mM 6CF (6-carboxyfluorescein) in 100 mM 
NaCl at pH 85, external 6CF was removed by column 
chromatography on Sephaclox G-25 using 50 mM Hepes, 
100 mM NaCl, p1-I 8.5 as eluant. Samples for latency 
measurement were added to 4 ml of buffer (100 mM NaC1, 
81) mM HEPES pH 9) and fluorescence measured (dye 
releaser)), and to 4 ml of buffer containing 25 mM 
octylghtcosicle, incubated for 30 mon at 37° to ensure 
complete disruption of the vesicles and fluorescence mea-
sured (total dye). Fluorescence was measured at 490 Tim 
excitation and 52() rim emission, 

I .liVettes of 100 rim were PEGylated with ’[’MPEG with-
out any loss of latency. Vesicles of DOPC: DOPE 8:2 were 
treated with a3 fold molar ratio of TMPEG to DOPE present 
in the outer vesicle surface at pH 8,5 to ensure extensive 
PEGylation (demonstrated by phase partitioning). There was 
no leakage of 6CF out of the vesicles over a period of 2 
hours demonstrating that PEGylation occurs without disrup-
tion of the lipid bilayer. 

Lxample 7 

Interaction of SUVs With Serum 

0.1 oaf of SUVs of composition DSPC:PE:Ciolesterol 
(molar ratio 0.4:0.1:0.5), with or without coupled PEG (see 
above) were incubated at 376 with 0.5 ml of fresh plasma 
(mouse) or buffer, Samples were removed at intervals and 
partitioned as in Example 2 above. SUVs partitioned about 
20% top phase, 60% interface and 20% bottom phase. 
Treatment with serum caused an immediate (within 1 mitt) 
alteration in the vesicle surface properties indicated by their 
partition: 0% top phase, 40% interface and 60% bottom 

8 
phase. The plasma proteins alone partitioned mainly to the 
bottom phase (68% bottom, 32% top; Partition coefficient-
047–0,02, n4)., Thus it appears that the SUVs are imme-
diatly coated with sc-nun proteins which then cause the 

5 vesicles to partition with similar characteristics to the pro-
teins. PEGyltion of the SUVs increased their partition into 
the top phase (almost 100%); on exposure to serum there 
was a change in their partition towards the interface and the 
bottom phase, but importantly this process was very slow 

10 compared with the virtually instantaneous effect of serum on 
unPilGylated SD Vs. Since the partitioning behaviour relates 
to the sum of the forces imposed by the PEGylation and 
serum binding, and with the former is not a linear function, 
it is not simple to determine whether the effect of serum on 
partition is equal for the PEGylated and for the unPhGylated 
liposomes. This could, however, be determined with a 
detailed dose response analysis of the effect of PEGylation 
on the partition coefficient so that the influence of serum 

20 could be determined at various parts of the close response 
curve in "PEG -equivalents". This would establish whether 
serum had different effects on the PEGylated and unPEGy-
lated liposonies. The order of magnitude differences in 
partition behaviour suggests that PEGylation slows clown 

25 the adsorption of serum components onto the vesicles. 

Separation of the SUVs exposed to serum by gel chro-. 
matographi gave vesicles which showed partitioning hehav-
iotr. c1lrse (o that of the vesicles before exposure. Thus the 

io rteractaon between vesicles and serum is reversed by reiso 
imitiop of the’vesiclem. 

l’heie experiments also demonstrate that the altered su - 
faceprdperties of the SUVs imposed by PEGyliition are no 

35 
substantially reversed by serum protein adsorption. 

Example 8 

Stability of LUVettes to Serum is Increased by 
40 PEGylation 

To determine the stability of LUVettes to serum vesicles 
containing entrapped 6CF (50 ul) were incubated at 37° with 
0.5 ml serum (freshly hydrated lyophilised human serum, 

5 Monitrol-ES, Dade Diagnostics) to provide a final lipid 
concentration of approx I mg/ml, a concentration corre-
sponding to the maximum in vivo serum concentrations 
expected on the basis of the imaging experiments of Unger 
et al Radiology 171: 81-.-85. Samples were removed at 
intervals and the 6CF released was measured fluorimetri-
cally. Vesicles were PEGYlated with a 3-fold excess of 
TMPEG to outer surface DOPE overnight at room 
temnperatue, after which time there had been loss of latency. 

55 50 nm’vdsicles of DOPC:DOPE at 8:2 molar ratio showed 
considerable 1os of latency in the presence of serum (eg 
nly10%:latency. remained after 2 hr,,) which PeGylation 

did rtot decrease; 100. urn vesicles showed a latency of 35% 
after 2 bra which was unaffected by PEGylation; 200 rim 

ao vesicles showed a smaller loss of latency (eg 65% latency 
remained after 2 his), which also was not inhibited by 
PEGylation. However, for 100 urn vesicles of 7:3 molar ratio 
DOPC:DOPE, PEGylation decreased serum induced loss of 
latency by a factor of 2. Increasing the DOPE content to 40 

65 mole % and 50 mole % increased the stability of the vesicles 
to serum; nevertheless PEGylation produced additional sta-
bilisation. Table S summarises these data. 

/ 
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lABII) 5 

Stbilisation of 200 ni LUVette latency to serum (2hr, 370) 

DOPC:DOPF latency (%) 

co1ar ratio ULIPEGYLATED PEGylated 

5:2 35 3$ 
7:3 55 53 
6;4 9(1 95 
5:5 92 99 

is 

Example 9 

PEGylation Does not Alter the Relativity of 
Encapsulated Gd-DTPA 

Gd-DTPA was encapsulated in LUVettes composed of 
t)OPC:DOPE 7:3 by the method of Tilcock ci tO Radiology 
17L 77-80 (1989). 

Half of the sample was PEGylated with TMPEG (molar 
ratio of rMPEG: Ph on outer surface of 3:1). Both control 
and PhGylated samples were diluted in saline hilifer (139 
mM MCI, 10 m Hcpes, O mM KC1, pH 8.5) to give four 
samples with effective Gd concentrations of 2, 1, 0.5, and 
0.25 mM (calculated as described by Tilcock et al., Radi-
ology 171: 77-80 (1989) given the known trap volume of the 
vesicles, the lipid concentration and assuming the concen-
tration of entrapped Gd-DTPA was 0.67M. ) Samples of 
10-12 ml were imaged with a Toshiba 0,5T MRT-5OAwhole 
body scanner. Relaxivites are obtained from linear regres-
sions of 1/11 (spin lattice relaxation time constant) against 
the effective Gd-DTPA concentration, These were unaf-
fected by PEGylation of the vesicles. 

Example 10 

PEGvlation of SUVs Decreases Their In Vivo 
Clearance 

SUVs of composition DSPC:PE:Cholestcrol (molar ratio 
0.4:0.1:0.4) (0.2 ml containing 0.4 mgphosphpholipid) were 
injected intravenously into the tail vein of male TO mice (5 
in each group). Clearance of PEGylated and unPEGylated 
vesicles was assessed from entrapped CF and 

l l-radiolahellecl phospholipid measured in blood samples 
(25 ul) withdrawn at intervals in the method of Senior and 
Gregotiadis in "Liposome Technology" vol .3 pp 263-282 
(1984), CRC Press. In another experiment an 0.8 mg close of 
phospholipici was given as the supernatant from ultracen-
trifugation at 100,000 g for 1 hour, which contains small 
vesicles of 20-100 am (average 50 nm) as described by 
Senior et al Biochim Biophys Ada 839: 1-8 (1985 

10 
FIG, IA shows the clearance of SUVs after intravenous 

administration of a sonicatcrl, uncentrifuged preparation. 
This preparation contains, presumably, some larger vesicles 
which are cleared rapidly, in both the PEGylated and unP-
EGylated samples. However the slower clearance phase 
corresponds to about 50-60% of the lipid dose and showed 
a marked difference in the half life of the PEGylated sample 
(10 hr) compared with the unPEGylated preparation (7 hr). 
In the preparation in which the larger vesicle had been 

10 removed (FIG. lB and FIG. 1C) the PEGylated vesicles had 
half life of 14 hr compared with untreated vesicles of 12 hr. 

What is claimed is: 
1. Liposomes having PEG moieties covalently bound to 

phosphol(pids on the external surface, wherein said lipo-
some arselected from large unilamellar vesicles (LU V’s), 
small unilamŁJlar vesicles (SUV’s) and multilamellar 
vesicles (MLV’s). 

2. Lipdsomes according to claim I, wherein said lipo-

20 somes comprise a mixture of lipids. 
3. Liposornes according to claim 2 wherein the lipid 

hilayers comprise a 7:3 to 5:5 molar ratio of DOPC to 
DOPE, 

4. l.iposomcs according to claim 2 wherein the lipid 

25 bilayers comprise a mixture of dioleylphosphatidylcholine 
(DOPC) and dioleylphosphatidylethanolamine (DOPE). 

5. A pharmaceutical composition comprising an aqueous 
suspension of liposomes according to claim 1 and a phar-
maccittically acceptable carrier or diluent. 

30 6. A process for producing a liposome according to claim 
I comprising treating lipnsornes with a polyethylene glycol 
having at least one activating group capable of coupling said 
polyethylene glycol to said liposome. 

7. A process according to claim 6 wherein the reactive 

35 derivatave is 2,2,2-trifluoroethane suiphonyl-
monoimthoxy-polyethylene glycol. 

8.I.iposoines according to claim 1, obtained by reacting 
2,2,2-tritluoroethane sulfonyl-nionomethoxy PLO deriva-
tives with liposomcs. 

40 9. Liposomes according to claim 1, wherein essentially all 
said PEGmoieties are hound on the external surface of the 
lipo.on: . .. 

�iOLipnsomds according to claim 1, wherein said lipo-
$Omdt display an enhanced partition to the PEG-rich (upper) 

45 phàd of a PEG:dextran aqueous two phase system in which 
liposontes not having PEG moieties covalently bound to 
phospholipids on the external surface separate predomi-
nantly to the interface or bottom phase. 

11. Liposomes according to claim 1, wherein said lipo-

50 somes display a decreased adsorption of serum proteins than 
liposomcs not having PEG moities covalently hound to 
phospholipids on the external surface. 
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Como resultado del Examen de Fondo, realizado con fundamento en el artIculo 45 
de la Decision 486 de la Comisión de  la Comunidad Andina, se comunica: 

Documentos estudiados: 

Descripción: Folios 7 a 122 como se radicô inicialmente. 

Reivindicaciones: Folios 123 a 124 como se radicO iriicialmente. 
Folio 205 como se modificó en fase nacional. 

Figuras: Folio 126 a 146 como se.radicOinicialmente. 

Prioridad JP 2004-163742 (20047q601) 

Objeto de la lnvención 

Titulo de la invención: FormulaciOn de irinotecan" 

Problema TØcnico Planteado: "Necesidad de una formulación cuyas caracteristicas 
mantengan la coricentraciôn de SN-38 en el plasma por un periodo de tiempo 
prolongado" 

Soluciôn: Proporcionar una preparación de irinotecan que comprende vesiculas 
cerradas formadas de una membrana de Ilpido en donde el irinotecan y/o una sal 
del mismo se sellan en una concentración de al menos 0.07 mol activo/mol de 
lipidos totales" 

IPC A61 K 31/4745 AC, A61  9/127 AC, A61 K 47/4 AC, A61  47/18 AC, A61   
47/24 AC, A61 K 47/30 AC, A61 P 35/0 

Se acepta el nuevo capitulo reivindicatorio para su estudio 

Determinación del Estado delaTØcnica 

El Estado de la TØcnica se determinó con base en la fecha de prioridad 2004-06-01 
y se encontraron los siguientes documentos que anticipan el objeto de esta 
solicitud: 
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Item Documento Titulo 
Fechade 

Publicación 

Dl W003041681  
Lipid carrier compositions with 22 05 

enhanced bloodstabili?Z 
.2003 

D3 US 6132763 Liposomes  17.10.2000 

Analisis de Patentabilidad (Art 14 D486) 

Nivel Inventivo (Art18 D486) 

La nueva reivindicación 1 dice: ’Una formulación de irinotecan caracterizada porque 
incluye un liposoma formado por una bicapa de Upidos que contiene un fosfolipido 
como componente principal de la membrana, en donde solo la superficie exterior 
del liposoma esta modificado con un agente modificador de superficie que contiene 
un polImero hidrofilico, en la que el irinotecan y/o una sal del mismo estÆn 
encapsulados en una concentraciOn de por lo menos 0.1 mol/mol (mol de 
fÆrmaco/mol de Ilpido total de la membrana) por un gradiente iónico comprendido 
entre la fase acuosa interna y la fase acuosa externa del liposoma.", 1.205. 

Dl presenta liposomas que presentan una estabilidad mejorada en sangre (portada, 
1,178; p6rr.5) con fosfollpidos formarido la membrana lipidica y que contienen 
irinotecan (p.5, p6r.27), en donde el ingredierite activo puede ser transportado al 
interior del liposoma por medlo de un gradlØnte de iones (p.16, p6r.75, f, 182), 
usando compuestos ionizables como aminas primarias, secundarias, terciarias para 
log rar el Ilenado de las vesIculas (pagina 1 7).. Dl sugiere que los liposomas tienen 
una estabilidad aumentada y que la formulacion como tal posee caracteristicas que 
la hace mas estable como p ej la adicion de prot?inas (par 70) Dl tambien sugiere 
que el lipido usado para hacerel liposoma puede afectar la estabilidad del liposoma 
en la sangre (par. 103), Dl revela que la adición de polimeros hidrofihicos sobre los 
liposomas tenla la habilidad de aumentar ha circulación del liposoma en ha sangre 
(par. 105). Dl revela que los liposomas proveen una liberación controhada de los 
activos en tarito brindan en su compartimento interno mayor protecciôn para los 
activos dado que los activos no estÆn expuestos a la sangre ho cual los aisla de la 
metabolizaciOn que esto puedan sufrir antes de Ilegar a los sitios donde puederi 
tener actividad, to que sugiere que la efectividad del activo se vera mejorada en . tanto Iograrª Ilegar a las dianas terapØuticas sin sufrir una alteraciOn en su propia 
estructura (par. 3) 

La solicitud se diferencia de Dl en que la superficie exterior del liposoma esta 
modificado con un agente modificador de superficie que contiene un pohimero 
hidrofilico 

El Efecto Tecnico que logra la diferencia es el aumento de la estabilidad del 
liposoma 

El Problema Tecnico Objetivo de esta socItt.ici es ’la necesidad de composiciones 
de liposomas que contengan irinotecan y que aumenten la vida media del 
compuesto. 

D3 revela liposomas con enlaces covalente de PEG sobre su superficie externa, en 
el fosfolipido que forma el liposoma, que demuestra tener una vida mayor mejorada 
despuØs de la administración intravenosa. Enseæa ÆdemÆs que ha vida en el plasma 
es mayor at tener el polImero hidrofilico en ha parte externa del liposoma (portada, 
f.219). D3 revela que el enlace de PEG en la superficie externa del liposoma 
extiende el tiempo de vida de circulación de los  liposomas sin que se desintegre la 
bicapa lipidica. (col. 1, In.42-47 1.220). AdemÆs dice que las unidades de PEG son 
unidas a grupos amino en las diversas especies de fosfolipidos que formen el 
liposoma (col.l, In. 50-55, 1.220). D3 sugiere que el pollmero empleado es 
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hdrofilico (col2, ln,19-21, f.220) 

El efecto mostrado por el solicitante no es inesperad.o en tanto D3 mostraba que La 
caracteristica tØcnica de colocar un residUodealgünpolimero hidrofilico sabre los 
fosfolipidos de las vesicu Las lograria mejorar La estabilidad y aumentar la vida del 
liposoma, loque se traduce en un aumento dela actividad biologica de los activos, 
una modificación de su velocidad de liberaciôn, una mejora de su distribuciOn del 
activo y una mejora de sus paràmetros farmacocinØticos al ser administrados con 
una formulación que obedece a las combinaciôn de dichas caracteristicas tØcnicas 
preseritadas par Dl y D3. 

El experto en La materia, teniendo en cuenta las enseæanzas de D3 habria optado 
par colocar residuos de polimeros hidrofilicos sabre los fosfolipidos de la capa 
externa de los liposomas revelados en Dl, con el fin de mejorar el desempeæo de 
Las composiciones, mejorar su estabilidad y sus caracteristicas farmacocinØticas 
habria logrado liegar a la formulación de irinotecan presentada en esta solicitud. 

Dada que no hay un efecto sorprendenteo inesperado se concluye que Las 
revindicaciories 1 a 6 no poseen nivel inventivo 

Conclusion 

Los requisitos de Patentabilidad d La presente Solicitud se encuentran afectados 
asi: 

No Documento Reivindicaciones afectadàs Requisito que afecta 

Dl W003041681 1-6 Nivel inventivo 

D3 US 6132763 1-6 Nivel inventivo 

Respuesta a los argumentos del solicitante 

Con relación a la modificaciÆn a la descripciOn dice el solicitante que: "Se ha 
� modificado el valor 0.85 de la tabla 9 de la descripción en La calumna de 

"Camposición de la Resina de carga (relación molar)", "PEG-DSPE" y en la fila 
19 equipo de preparaciOn ejemplo 11" por 0.75.’ 

Se acepta dicha modificación, no se observa una ampliación de materia 

Frente al nivel inventivo de La invenci6n.,el,solititAnte,se pronuncia de La siguiente 
manera Dl falla en describii un lposoma que tiene solo su superficie exterior 
modificada con un agente modificador de superficie que contiene un pollmero 
hidrofIlico". Prosigue de la siguiente manera: "D2 no describe un liposoma en el 
cual solo La superficie exterior del liposoma este modificada con un agente 
modificador de superficie que contiene un polimero hidrofilico." Por Ia que concluye 
el solicitante que lo reclamado en la reivindicaciOn 1 es diferente de La materia 
revelada par Dl y D2 en la caracteristica de mod ificar solo la superficie exterior del 
liposoma con el polimero hidrofilico" proporcionÆndole riivel inventivo a la presente 
solicitud. 

Observa este Despacho que de acuerdo a la nueva reivindicaciOn 1, donde 
se especifica - coma ademÆs reposa en el memorial - que la caracteristica 
tØcnica esencial de los liposomas acÆ reclamados es La presencia de un 
polimero hidrofIlico sobre los fosfolipidos de La capa externa de los 
liposomas, se reconoce que Dl. y D2 falian 

a 

mencionar dicha caracteristica. 
Sin embargo, han sido tenidasen Ouenta sus enseæanzas y sugerencias en 
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el presente estudiO de patentabilidad, en tanto si revelaban las 
caracterIsticas de la r&vindicación I original. 

El solicitante presentô experimentos comparativos con Ia formulación de CPT-1 1 de 
conformidad con la presente invención yformulaciones CPT-11 con polimeros en la 
superficie interior coma en la exterior. Las formulaciones de la presente invención 
mostraron tener un comportamiento superior con respecto a varias caracteristicas 
como retenciôn en la sangre, estabilidad y un efecto supresor del crecimiento 
tumoral. Lo que no estâ descrito ni en Dl ni en D2. 

Se observa que en efecto, Dl y .D2 no logran el mismo tipo de efecto en 
tanto no poseen el poumero en la superficie externa del liposoma. 

Se revelô que la formulaciOn de CPT-I1en la cual se modifico solo la superficie 
exterior del liposoma con PEG Iogro: (1) la supresión dela liberaciôn de CPT -1 1 por 
un periodo prolongado de tiempo, (2) proporcionar, excelente estabilidad en el 
tamaæo de la particula y en la tasa de liberacion del CPT-1 1 incluso al alrnacenarlo 
par 6 meses a 4CC, (5) lograr unàexceletiteretención en la sangre por un largo 
periodo de tiempo 

Ademâs el solicitante presenta estudias de farmacocinØtica de una formulación de 
CPT-1 I en la cual se modificô solo la  superficie exterior del liposoma con PEG 
(PEG5000 Post) y una formulación de CPT -11 enla cual se modificaron tanto la 
superficie interior como exterior del liposoma con PEG (PEG5000 Pre), y se 
observO que PEG5000 Post en comparaciOn con PEG5000 Pre, permite: (1) una 
retenciôn en sangre del fÆrmaco superior, (2)lograr una concentraciOn de CPT-11 
mayor par un periodo prolongado de tiempo, (3) una Iiberaciôn mÆs Ienta de CPT-
11, (4) la administraciOn estable de CPT-1 I por un periodo prolongado de tiempo 
(5) un elevado efecto antineoplÆsico y retener la concentraciOn en plasma y la 
concentraciôn intratumoral de CPT-1 1 y su metabolito activo, SN-38, par un periodo 
prolongado de tiempo, (6) tener un efecto supresor mayor del crecimiento del 
volu men del tumor (7) mantener la estabiIidadde la membrana incluso si el valor de 
pH de la fase acuosa interna es bajo, (8) mayor estabilidad de preservación, (9) 
excelente estabilidad de preservacion con un efecto supresor superior del 
ofrecimiento del tumor, comparado a la formulación  de liposoma que tiene 
pohmeros hidrofilicos sobre ambas superficies intrna y externa del liposoma 

Tal mejora en varias caracterIsticas de la forrnutación al tener un polImero hidrofIlico 
solo sobre la superficie exterior del liposoma no se encuentra descrito en DI ni en 
02. Esto es, se puede decir que estos efectos obtenidos son para un experto en la 
materia no predecibies. 

Este despacho considera que a la Iuz de Ia reclamado por la nueva 
reivindicación I, ni Dl, ni D2 revØlan la caracteristica tØcnica esencial 
mostrada por el solicitante en & presente capitulo reivindicatorio. Sin 
embargo, D3 presenta sugerencias acerca de los residuos de poilmeros 
hidrofIlicos sabre los fosfolipidos de la capa externa de los liposomas como 
se observa en el anÆlisis de patentabilidad realizado al capitulo 
reivindicatorio modificado. 

Sin embargo, se deja de presente quØ los dos documentos estªn 
relacionados con el campo de la presente invención en tanto, presentan 
composiciones con liposomas que pueden contener como principio activo 
irinotecan, asi como tambien, estas ar,teriorrdades revelan la naturaleza de 
los polimeros hidrofilicos que son empleados en la presente solicitud de 
patente 
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En efecto, Dl revela que el uso de poilmeros hidrofIcos aumenta la 
estabilidad y el tiempo de circulaciön de los Iiposomas en sangre sin que 
estos sean destruidos; y ademÆs muestra que la estabilidad de la 
formulaciOn es tambiØn parte fundamental del desarrollo de este tipo de 
formulaciones. Dl ademÆs, muestra que los liposomas son capaces de 
liberar activos en lugares adecuados, lo que se traduce en un aumento de la 
eficacia del medicamento. 

Por tal motivo, estas anteriondades han sido tenidas en cuenta para la 
evaluacion del presente capitulo reivinthcatono 

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de Ia Comision de la Comunidad 
Andiria, se le indica que debe day respuesta:dentro del tØrmino de 60 dIas contados 
a partir de la fecha de notificación de la presente comunicación. En caso de no dar 
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los 
impedimentos para la concesión, se denegarÆ la patente. 

NotifIquese el presente oficio confor e a lo d.ispUesto en el numeral 5.2, literal e), 
del capitulo quinto del 9tulo prLero elaCircular Unica N° 10 de 2001. 

ALIX CARMENZA4ESPEDES DE VERGEL 
Directora de Nu1as Creaciones (C) 

/ 

El anterior requŁrimiento fue riotificado por fijación en lista, de fecha 
2 9 UCI O1 

CONCEPTO TECNICO 
H 

EXAMINAQOR TECNICO 

NUMERO: 2804 C6digo:202092 
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