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DESCRIPCION

Nanoliposomas para la administracién sostenida de tacrolimus para el tratamiento de enfermedades oculares del
segmento anterior

Referencia cruzada a la solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de patente de Singapur n.° 10201603094P,
presentada el 19 de abril de 2016.

Campo técnico

La presente descripcidn se refiere en general a un nanoliposoma para el uso en la profilaxis y/o en el tratamiento
de enfermedades oculares del segmento anterior.

Antecedentes

Tacrolimus (también conocido como FK506 o FK-5068) es un derivado del macrolactum con actividad
inmunomoduladora y antiinflamatoria. El tacrolimus se ha utilizado en gotas para los ojos y las gotas para los
ojos de tacrolimus tépico se han utilizado de forma rutinaria en la ciencia clinica para el tratamiento de diversas
enfermedades oculares del segmento anterior. Generalmente, las gotas para los ojos de tacrolimus se pueden
utilizar para tratar alergias estacionales (por ejemplo, conjuntivitis), enfermedades de la superficie ocular (por
ejemplo, ojo seco), tratamiento postoperatorio de trabeculectomia y rechazo de injertos. Si bien el uso
prolongado de las gotas para los ojos tiende a ser necesario para una mejor respuesta terapéutica, puede
provocar complicaciones como por ejemplo efectos secundarios e incumplimiento por parte del paciente. Por
ejemplo, algunos inconvenientes potenciales del uso de gotas para los ojos con demasiada frecuencia pueden
ser una gestibn subéptima de las afecciones o enfermedades anteriormente mencionadas y/o efectos
secundarios graves como por ejemplo enrojecimiento permanente o dafio a los vasos sanguineos del ojo.

Con el fin de mitigar el uso prolongado o el abuso de las gotas para los ojos, es necesario desarrollar una
estrategia de tratamiento alternativa que proporcione una liberacién sostenida de tacrolimus. La estrategia de
tratamiento también debe minimizar la administracién invasiva y/o arriesgada (por ejemplo, inyeccién intravitrea)
de tacrolimus.

El documento US 2002/013340 A1 describe un método para tratar enfermedades oculares por medio de
proporcionar una cantidad efectiva de tacrolimus contenida en una formulacién farmacéuticamente aceptable, por
ejemplo en una solucién acuosa que contenga tacrolimus unido a liposomas. La formulacidén se puede aplicar por
inyeccion intraocular. Los liposomas pueden prepararse a partir de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) o
fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC).

Sobre la base de lo anteriormente mencionado, existe por tanto la necesidad de proporcionar un medio de
administracién de farmacos que posea las ventajas anteriores y al mismo tiempo mejore uno o més de los
inconvenientes mencionados anteriormente.

Resumen

Se describe el uso de un nanoliposoma en la fabricacién de un farmaco para la profilaxis y/o el tratamiento de las
enfermedades oculares del segmento anterior, en que el nanoliposoma incluye una pluralidad de lipidos
insaturados y/o saturados que forman al menos una bicapa lipida que encapsula un farmaco hidréfobo que
incluye tacrolimus, y en que el farmaco hidréfobo y la pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados tienen un
coeficiente de peso de hasta 0.2.

En un aspecto, la presente invencidén se refiere a un nanoliposoma para su utilizacién en la profilaxis y/o en el
tratamiento de enfermedades oculares del segmento anterior, en que el nanoliposoma incluye una pluralidad de
lipidos insaturados y/o saturados que forman al menos una bicapa lipida que encapsula un farmaco hidréfobo
que incluye tacrolimus, y en que el farmaco hidréfobo y la pluralidad de lipidos insaturados y saturados tienen
una relacién en peso de hasta 0,2, en que la pluralidad de lipidos saturados e insaturados (i) incluyen al menos
un lipido insaturado que constituye méas del 50% en peso del la al menos una bicapa lipida y (ii) tienen el farmaco
hidréfobo encapsulado en la al menos una bicapa lipida, en que el nanoliposoma debe ser administrado por
inyeccién subconjuntival y sostiene la liberacién diaria del farmacohidréfobo durante al menos 2 semanas, tal
como se mide por medio de un método de dialisis, y en que el al menos un lipido insaturado incluye
fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC) y/o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), en que el
método de didlisis incluye (i) colocar el nanoliposoma en una bolsa de dialisis, (ii) incubar la bolsa de dialisis
suspendida en una solucién tampén de fosfato a un pH de 7.4 y 37° C, vy (iii) realizar un muestreo de una parte
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de un medio de dialisis diariamente para cromatografia liquida de alta resolucién con el fin de medir la cantidad
del farmaco hidréfobo liberado.

Se describe un método para prevenir y/o tratar enfermedades oculares del segmento anterior mediante la
administracién de un nanoliposoma que comprende una pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados que
forman al menos una bicapa lipida que encapsula un farmaco hidréfobo que incluye tacrolimus, en que el
farmaco hidréfobo y la pluralidad de lipidos saturados y/o insaturados tienen una relacién en peso de hasta 0,2.

Breve descripcion de los dibujos

En los dibujos, los caracteres de referencia similares se refieren en general a partes similares en las diferentes
vistas. Los dibujos no estdn necesariamente a escala, sino que generalmente se hace hincapié en ilustrar los
principios de la invencién. En la siguiente descripcién, se describen diversas formas de realizacién de la presente
descripcién con referencia a los siguientes dibujos, en los que:

La FIG. 1 muestra un grafico del porcentaje acumulado de liberacién de tacrolimus (%) en relacién con el tiempo
(dias). Este gréfico presenta un perfil de liberacién de farmaco in vitro de liposomas de fosfatidilcolina de yema
de huevo (EggPC) cargados con tacrolimus para tres muestras independientes (etiquetadas como A, B y C)
elaboradas segln las formas de realizacidén descritas en el presente documento. Para cada muestra, se dializé 1
ml de liposomas frente a 40 ml de PBS con un pH de 7,4.

La FIG. 2 muestra un porcentaje acumulado de liberacién de tacrolimus (%) en relacién con el tiempo (dias). Este
grafico presenta un perfil de liberacién de farmaco in vitro de liposomas de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC) cargados con tacrolimus para tres muestras independientes elaboradas de acuerdo con las
formas de realizaciéon descritas en el presente documento. Para cada muestra, se dializd6 1 ml de liposomas
frente a 40 ml de PBS con un pH de 7,4. Cada punto de datos representa una lectura promedio de las tres
muestras.

La FIG. 3 muestra el perfil de liberacién de farmaco in vitro de liposomas de POPC cargados con tacrolimus para
tres muestras independientes. La liberacidn masiva diaria (calculada) de tacrolimus (upg) se representd
graficamente en relacién con el tiempo (dias). Para cada muestra, se dializé 1 ml de liposomas frente a 40 ml de
PBS con un pH de 7,4. En la FIG. 3 también se incluye el perfil de liberacién de tacrolimus a base de gotas para
los ojos representado por la linea plana continua. Cada punto de datos representa una lectura promedio de las
tres muestras.

La FIG. 4 muestra una grafica de liberacién acumulada de tacrolimus (%) en relacién con el tiempo (dias). Este
grafico presenta un perfil de liberacién de farmaco in vitro de liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
cargados con tacrolimus para tres muestras independientes (etiquetadas como E, F y G) elaboradas de acuerdo
con las formas de realizacion descritas en el presente documento. Para cada muestra, se dializé6 1 ml de
liposomas frente a 40 ml de PBS con un pH de 7,4.

La FIG. 5 muestra una forma de realizacién ejemplar no limitativa del nanoliposoma tal como se describe en el
presente documento. Especificamente, la FIG. 5 muestra que tacrolimus esta encapsulado en la bicapa lipida.

Descripcién detallada

La siguiente descripcién detallada se refiere a los dibujos adjuntos que muestran, a modo de ilustracién, detalles
especificos y formas de realizacién en las que se puede poner en practica la invencién. Estas formas de
realizacién se describen con suficiente detalle para permitir a los expertos en la técnica poner en practica la
invencién. Se pueden utilizar otras formas de realizacién y se pueden realizar cambios sin apartarse del alcance
de la invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Las caracteristicas que se describen en el contexto de una forma de realizacién pueden ser
correspondientemente aplicables a caracteristicas iguales o similares en las otras formas de realizacién. Las
caracteristicas que se describen en el contexto de una forma de realizacién pueden ser correspondientemente
aplicables a las otras formas de realizacién, incluso si no se describen explicitamente en estas otras formas de
realizacién. Ademés, las adiciones y/o combinaciones y/o alternativas tal como se describen para una
caracteristica en el contexto de una forma de realizacién pueden ser correspondientemente aplicables a la
misma caracteristica o a una caracteristica similar en las otras formas de realizacion.

En la presente descripciéon, se han desarrollado nanoliposomas de liberacién sostenida que encapsulan
tacrolimus como una estrategia de tratamiento eficaz para diversas enfermedades oculares del segmento
anterior. Los ejemplos no limitativos de dichas enfermedades pueden incluir afecciones inflamatorias en el
segmento anterior del ojo (por ejemplo, conjuntivitis alérgica), problemas de la superficie ocular (por ejemplo, ojo
seco) y afecciones asociadas con la falta de inmunosupresién (por ejemplo, postinjerto de cérnea). Los
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nanoliposomas de la presente descripcidén se pueden aplicar mediante un procedimiento menos arriesgado,
como por ejemplo la inyeccién subconjuntival en lugar de la inyeccién intravitrea.

De manera ventajosa, al utilizar los nanoliposomas de liberaciéon sostenida tal como se describe en el presente
documento, se pueden evitar los problemas asociados con las estrategias de tratamiento clinico existentes que
requieren el uso diario de gotas para los ojos de tacrolimus para una eficacia terapéutica prolongada. No sélo se
evita la necesidad de aplicar gotas para los ojos dado que los nanoliposomas se pueden aplicar mediante
inyeccion subconjuntival, sino que también es probable que los fArmacos se liberen durante un periodo de tiempo
méas largo (por ejemplo, de dias a meses) y, por lo tanto, la respuesta terapéutica se puede gestionar de forma
méas eficaz. Esto mejora drasticamente el cumplimiento del paciente y minimiza los posibles efectos secundarios
que surgen de la aplicacién frecuente de gotas para los ojos necesarias para detener la progresién de las
enfermedades.

Teniendo en cuenta lo anterior, la presente descripciéon proporciona el uso de un nanoliposoma en la fabricacién
de un farmaco para la profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades oculares del segmento anterior. La presente
descripcidén proporciona un nanoliposoma para el uso en la profilaxis y/o tratamiento de enfermedades oculares
del segmento anterior. La presente descripcidn proporciona ademas un método para prevenir y/o tratar
enfermedades oculares del segmento anterior mediante la administracién de dicho nanoliposoma. Las formas de
realizacién descritas en el contexto del nanoliposoma y sus usos son validas de manera anéloga para el método
de tratamiento tal como se describe en el presente documento, y viceversa.

Antes de entrar en los detalles del nanoliposoma y sus usos, en primer lugar se analizan el método de
tratamiento basado en dicho nanoliposoma y las diversas formas de realizacion, asi como las definiciones de
ciertos términos, expresiones o frases.

En el contexto de la presente descripcién, el término "nanoliposoma” se refiere a un liposoma que tiene un
tamafio de como maximo 200 nm.

En el contexto de la presente descripcién, el término "hidréfobo" se refiere a materiales o sustancias que no son
solubles y/o hinchables con agua. Por lo tanto, los materiales o sustancias "hidréfobos" tienden a ser inmiscibles
con agua y/o tienden a mantener una fase distinta del agua. A este respecto, la frase "inmiscible" significa que
los materiales o sustancias no se mezclan y/o tienden a separarse cuando se dejan reposar.

La expresién "hasta" cuando se utiliza con referencia a valores numéricos podra entenderse como menor o igual
a ese valor numérico. En otras palabras, esta expresién incluye el valor numérico al que se refiere. Por ejemplo,
"hasta 0,2" cubriria instancias que pueden ser inferiores a 0,2 y instancias que son iguales a 0,2.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo que una composicion que esté
"sustancialmente libre" de Y pueda estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente” puede omitirse de la definicién de la invencién.

En el contexto de diversas formas de realizacién, los articulos "un", "una" y "el" o “la” tal como se utilizan con
respecto a una caracteristica o elemento incluyen una referencia a una o més de las caracteristicas o elementos.

En el contexto de diversas formas de realizacion, el término "alrededor de" o "aproximadamente", aplicado a un
valor numérico, abarca el valor exacto y una variacién razonable.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "y/o" incluye cualquiera y todas las combinaciones de
uno o mas de los elementos enumerados asociados.

Tal como se utiliza en el presente documento, la frase de la forma de "al menos uno de Ay B" puede incluir A o B
o tanto A como B. De manera correspondiente, la frase de la forma de "al menos uno de Ay By C", o que
incluye elementos listados adicionales, puede incluir cualquiera y todas las combinaciones de uno o mas de los
elementos listados asociados.

A menos que se especifique lo contrario, los términos "que comprende" y "comprende", y sus variantes
gramaticales, pretenden representar un lenguaje "abierto" o "inclusivo" de modo que incluyan elementos
mencionados pero también permitan la inclusién de elementos adicionales no mencionados. Al mismo tiempo,
los términos "consistente en" y "que consiste en", y sus variantes gramaticales, pretenden representar un
lenguaje "cercano" o "exclusivo" de modo que incluyan Unicamente los elementos mencionados pero excluyan
elementos adicionales no mencionados.

Una vez definidos los diversos términos, expresiones y frases, los detalles del presente nanoliposoma y sus
usos, el método de tratamiento basado en dicho nanoliposoma y las diversas formas de realizacidén se describen
a continuacién.
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En la presente descripcion, se describe el uso de un nanoliposoma en la fabricacién de un farmaco para la
profilaxis y/o tratamiento de enfermedades oculares del segmento anterior, en que el nanoliposoma comprende
una pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados que forman al menos una bicapa lipida que encapsula un
farmaco hidréfobo que comprende tacrolimus, y en que el farmaco hidréfobo y la pluralidad de lipidos insaturados
y/o saturados tienen una relacién en peso de hasta 0,2.

El farmaco hidréfobo se puede cargar en el nanoliposoma hasta una concentracién de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1
mg/ml o cualquier otra carga dentro de estos intervalos. Por lo tanto, el nanoliposoma puede tener una carga de
farmaco de hasta 1 mg/ml de acuerdo con diversas formas de realizacién. El farmaco hidréfobo cargado puede
ser una mezcla de uno o mas farmacos hidréfobos. En algunos casos, el farmaco hidréfobo cargado puede
comprender o consistir en tacrolimus. La estructura del tacrolimus se muestra a continuacién.
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El farmaco hidréfobo puede estar encapsulado en el nanoliposoma. El nanoliposoma puede estar formado con al
menos una bicapa lipida. La bicapa lipida puede comprender o consistir en una pluralidad de lipidos insaturados
y/o saturados. Por consiguiente, el farmaco o farmacos hidréfobos pueden encapsularse en la bicapa lipida. Por
ejemplo, el tacrolimus puede encapsularse entre las colas hidréfobas de los lipidos que forman la bicapa o
cualquier otra ubicacién dentro de la bicapa.

En diversas formas de realizacién, la pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados se puede seleccionar a partir
del grupo que consiste en fosfocolinas y esfingolipidos. En algunos casos, los lipidos insaturados pueden
comprender o consistir en fosfocolinas y/o esfingolipidos. En otros casos, los lipidos saturados pueden
comprender o consistir en fosfocolinas y/o esfingolipidos.

Las fosfocolinas se pueden seleccionar del grupo que consiste en fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC), 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) y
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). También se pueden usar otras fosfocolinas adecuadas para formar la al menos
una bicapa del nanoliposoma. Al mismo tiempo, los esfingolipidos pueden incluir esfingomielinas, esfingosinas,
ceramidas, etc.

En formas de realizacién preferentes, la pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados puede comprender o
consistir en al menos un lipido insaturado que constituye méas del 50 % en peso de la al menos una bicapa lipida.
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Los nanoliposomas que muestran una mejor liberacién sostenida de farmaco(s) hidréfobo(s) (por ejemplo,
tacrolimus) durante periodos prolongados (por ejemplo, varios dias), pueden tener preferiblemente una cola de
lipidos insaturados unida a una "cabeza" de PC como constituyente principal. La "cabeza" de PC puede
entenderse como una fosfatidilcolina (PC) que incorpora colina como grupo de cabeza. De acuerdo con formas
de realizacién preferentes, el al menos un lipido insaturado que constituye mas del 50 % en peso de la al menos
una bicapa lipida puede estar compuesto de una fosfatidilcolina (PC) que incorpora colina como grupo principal.
La estructura de un lipido insaturado ejemplar no limitativo que tiene un grupo colina (por ejemplo POPC) se
muestra a continuacion.
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EggPC, tal como se utiliza en diversas formas de realizacién descritas en el presente documento, normalmente
puede contener aproximadamente més del 50 % en peso o incluso aproximadamente el 95 % en peso de POPC
y/u otras PC con colas insaturadas, junto con aproximadamente el 50 % en peso o menos, o incluso
aproximadamente el 5 % en peso de esfingomielina que tiene una cola insaturada. A continuacién se muestran
las estructuras de algunos de los componentes principales posiblemente presentes en EggPC.

1-almitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC):
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1,2 -dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC o dioleil):

A pesar de los diversos lipidos ilustrados, el perfil de liberacién de farmacos de los nanoliposomas que consisten
en lipidos completamente saturados puede no ser ideal. Por lo tanto, los lipidos usados para formar
nanoliposomas pueden contener preferiblemente lipido(s) insaturado(s) o una mezcla de lipidos que tiene al
menos un lipido insaturado como componente principal. Los lipidos insaturados preferentes pueden incluir, pero
no se limitan a, POPC, DOPC, esfingolipidos, etc. Al mismo tiempo, los lipidos saturados pueden formar los
componentes menores del nanoliposoma. Es decir, los lipidos saturados en el nanoliposoma pueden estar
presentes en aproximadamente un 50 % en peso o menos del 50 % en peso.

Dependiendo del tipo de lipidos insaturados y/o saturados utilizados, el nanoliposoma puede tener diferentes
tamafios. El tamafio del nanoliposoma puede cambiar de manera insignificante después del almacenamiento.

En diversas formas de realizacion, el nanoliposoma puede tener un tamafio promedio de 80 nm a 150 nm, 85 nm
a 110 nm, 85 nma 105 nm, 85 nma 100 nm, 90 nm a 115 nm, 90 nm a 100 nm, 90 nm a 95 nm, o cualquier otro
tamafio promedio que se encuentre dentro de estos intervalos especificados. Pueden ser posibles otros tamafios
dependiendo de los lipidos utilizados. El nanoliposoma puede tener un tamafio que se encuentre dentro de estos
intervalos antes del almacenamiento, con o sin farmaco cargado. En diversos casos, los nanoliposomas pueden
tener cualquiera de estos tamafios promedio antes del almacenamiento a 4°C. Por ejemplo, los nanoliposomas
de EggPC pueden tener 89,64 nm + 0,78 nm antes del almacenamiento (por ejemplo, almacenamiento a 4 °C).
En otro ejemplo, los nanoliposomas de DPPC pueden tener 106,37 nm £ 1,00 nm antes del almacenamiento (por
ejemplo, almacenamiento a 4 °C).

En varias otras formas de realizacién, los nanoliposomas pueden tener un tamafio promedio de 90 nm a 120 nm,
de 90 nm a 110 nm, de 90 nm a 100 nm, de 100 nm a 120 nm, de 110 nm a 120 o cualquier otro tamafio
promedio dentro de estos intervalos especificados después del almacenamiento. Pueden ser posibles otros
tamafios dependiendo de los lipidos utilizados. El nanoliposoma puede tener un tamafio que se encuentre dentro
de estos intervalos después del almacenamiento, con o sin farmaco cargado. En varios casos, los
nanoliposomas pueden tener cualquiera de estos tamafios promedio después de almacenarse (por ejemplo, a
4°C) durante un periodo determinado (dias o meses). Por ejemplo, los nanoliposomas de EggPC pueden tener
90,67 nm = 0,49 nm después del almacenamiento (por ejemplo, a 4 °C). En otro ejemplo, los nanoliposomas de
DPPC pueden tener 112,8 nm + 1,05 nm después del almacenamiento (por ejemplo, a 4°C).

De acuerdo con el cambio de tamafio antes y después del almacenamiento (por ejemplo, a 4 °C), los
nanoliposomas pueden almacenarse de forma ventajosa durante periodos de tiempo prolongados, incluso con el
farmaco cargado, sin que se comprometa su integridad estructural y del farmaco. En varios casos, el tamafio de
un nanoliposoma puede referirse a su didmetro.

Ademas del tamafio, el tipo de lipidos utilizados puede influir en el indice de polidispersidad del nanoliposoma. La
polidispersidad del nanoliposoma puede cambiar de manera insignificante después del almacenamiento.

En diversas formas de realizacion, el nanoliposoma puede tener un indice de polidispersidad inferiora 0,3, 0,2 o
incluso 0,1 antes y después del almacenamiento. Puede ser posible otro indice de polidispersidad de acuerdo
con el tipo de lipidos utilizados. En algunos casos, los nanoliposomas de EggPC pueden tener un indice de
polidispersidad de 0,052 + 0,018 antes del almacenamiento, mientras que los nanoliposomas de DPPC pueden
tener un indice de polidispersidad de 0,28 + 0,016 antes del almacenamiento. Después del almacenamiento (por
ejemplo, a 4°C), los nanoliposomas de EggPC pueden tener un indice de polidispersidad de 0,014 + 0,007,
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mientras que los nanoliposomas de DPPC pueden tener un indice de polidispersidad de 0,218 + 0,036 segln
diversos casos. Basandose en el indice de polidispersidad antes y después del almacenamiento (por ejemplo, a
4°C), esto demuestra nuevamente que los presentes nanoliposomas pueden almacenarse durante periodos de
tiempo prolongados, incluso con el farmaco cargado, sin comprometer la integridad del nanoliposoma y el
farmaco.

De acuerdo con diversas formas de realizacién, el nanoliposoma tal como se ha descrito anteriormente puede
ser una vesicula multilaminar o una vesicula unilaminar.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la presente descripcién se refiere a un nanoliposoma para uso en la
profilaxis y/o tratamiento de enfermedades oculares del segmento anterior, en donde el nanoliposoma
comprende una pluralidad de lipidos insaturados y saturados que forman al menos una bicapa lipida, en que
cada uno de ellos encapsula un farmaco hidréfobo que comprende tacrolimus, y en que el farmaco hidréfobo y la
pluralidad de lipidos saturados e insaturados tienen una relacién en peso de hasta 0,2. Las formas de realizacién
relacionadas con el nanoliposoma se han descrito anteriormente y se reiteran a continuacién.

El nanoliposoma tiene una carga de farmaco de hasta 1 mg/ml. El farmaco hidréfobo puede ser una mezcla de
uno o mas farmacos hidréfobos. El farmaco hidréfobo comprende o consiste en tacrolimus.

El farmaco hidréfobo estd encapsulado en el nanoliposoma, en el que el nanoliposoma tiene al menos una
bicapa lipida formada a partir de la pluralidad de lipidos insaturados y saturados. Por consiguiente, el farmaco o
farmacos hidréfobos estan encapsulados en la bicapa lipida. Por ejemplo, el tacrolimus puede encapsularse
entre las colas hidréfobas de los lipidos que forman la bicapa o cualquier otro lugar dentro de la bicapa.

La pluralidad de lipidos insaturados y saturados se puede seleccionar del grupo que consiste en fosfocolinas y
esfingolipidos. Las fosfocolinas se pueden seleccionar del grupo que consiste en fosfatidilcolina de yema de
huevo (EggPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC)
y dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Los componentes de EggPC se han descrito anteriormente. Se pueden usar
otras fosfocolinas adecuadas para formar la al menos una bicapa del nanoliposoma. Por su parte, los
esfingolipidos pueden incluir esfingomielinas, esfingosinas, ceramidas, etc.

La pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados comprende o consiste en al menos un lipido insaturado que
constituye mas del 50 % en peso de la al menos una bicapa lipida.

Las formas de realizacién preferentes de nanoliposomas que muestran una mejor liberacién sostenida de
farmaco(s) hidréfobo(s) (por ejemplo, tacrolimus) durante periodos prolongados (por ejemplo, varios dias)
pueden comprender o consistir en una cola de lipidos insaturados unida a una "cabeza" de PC como
constituyente principal. Ello significa que el al menos un lipido insaturado que constituye mas del 50% en peso de
la al menos una bicapa lipida puede estar compuesto de una fosfatidilcolina (PC) que incorpora colina como
grupo principal.

En funcién del tipo de lipidos saturados o insaturados utilizados, el nanoliposoma puede tener diferentes
tamafios antes o después del almacenamiento. El tamafio del nanoliposoma puede cambiar de manera
insignificante después del almacenamiento.

El nanoliposoma tiene un tamafio promedio de 80 nm a 150 nm, antes del almacenamiento (por ejemplo, a 4°C).

El nanoliposoma tiene un tamafio promedio de 90 nm a 120 nm después del almacenamiento (por ejemplo, a
4°C).

Tal como se ha explicado anteriormente, el tipo de lipidos utilizados puede influir en el indice de polidispersidad
del nanoliposoma. La polidispersidad del nanoliposoma puede cambiar de manera insignificante después del
almacenamiento. En diversas formas de realizacién, el nanoliposoma tiene un indice de polidispersidad inferior a
0,3, antes y después del almacenamiento.

El nanoliposoma es una vesicula multilaminar o una vesicula unilaminar.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la presente descripcién se refiere ademés a un método para prevenir
y/o tratar enfermedades oculares del segmento anterior mediante la administracién de un nanoliposoma que
comprende una pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados que forman al menos una bicapa lipida que
encapsula un farmaco hidréfobo que comprende tacrolimus, en el que el farmaco hidréfobo y la pluralidad de
lipidos saturados y/o insaturados tienen una relacién en peso de hasta 0,2.

El presente método resulta ventajoso ya que mitiga el riesgo de inyeccidén intravitrea dado que el presente
nanoliposoma puede administrarse mediante un procedimiento menos arriesgado de inyeccién subconjuntival.
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De manera ventajosa, la inyeccidén subconjuntival es capaz de mantener la liberacién de los farmacos hidréfobos
del presente nanoliposoma, lo que a continuacién evita la necesidad de una administracién tépica frecuente de
gotas para los ojos de tacrolimus y evita asi los efectos secundarios de la administracién tépica frecuente de
gotas para los ojos. Las formas de realizacién tal como se han descrito anteriormente con respecto al
nanoliposoma y sus usos son aplicables al presente método de tratamiento de enfermedades oculares del
segmento anterior.

En diversas formas de realizacion, el nanoliposoma administrado puede tener una carga de farmaco de hasta 1
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml o cualquier otra carga dentro de estos intervalos. El farmaco hidréfobo puede ser
una mezcla de uno o mas farmacos hidréfobos. El farmaco hidréfobo puede comprender o consistir en
tacrolimus.

El farmaco hidréfobo puede estar encapsulado en el nanoliposoma, en el que el nanoliposoma tiene al menos
una bicapa lipida del nanoliposoma en la que el farmaco hidréfobo (por ejemplo, tacrolimus) est4 encapsulado tal
como se ha descrito anteriormente.

La pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados del nanoliposoma administrado se pueden seleccionar del
grupo que consiste en fosfocolinas y esfingolipidos. Las fosfocolinas se pueden seleccionar del grupo que
consiste en fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) y dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Los componentes de EggPC se han
descrito anteriormente. Se pueden utilizar otras fosfocolinas adecuadas para formar la al menos una bicapa
lipida del nanoliposoma. Por su parte, los esfingolipidos pueden incluir esfingomielinas, esfingosinas, ceramidas,
etc.

En formas de realizacién preferentes, la pluralidad de lipidos insaturados y/o saturados puede comprender o
consistir en al menos un lipido insaturado que constituye méas del 50 % en peso de la al menos una bicapa lipida.

Tal como se ha descrito anteriormente, los nanoliposomas de formas de realizacion preferentes muestran una
mejor liberacién sostenida de farmaco(s) hidréfobo(s) (por ejemplo, tacrolimus) durante periodos prolongados
(por ejemplo, varios dias) cuando poseen una cola de lipidos insaturados unida a una "cabeza" de PC como
constituyente principal. En otras palabras, el al menos un lipido insaturado que constituye mas del 50% en peso
de la al menos una bicapa lipida puede estar compuesto de una fosfatidilcolina (PC) que incorpora colina como
grupo de cabeza.

Dependiendo del tipo de lipidos saturados o insaturados utilizados, el nanoliposoma administrado puede tener
diferentes tamafios antes o después del almacenamiento. El tamafio del nanoliposoma puede cambiar de
manera insignificante después del almacenamiento.

El nanoliposoma administrado puede tener un tamafio promedio de 80 nm a 150 nm, de 85 nm a 110 nm antes
del almacenamiento (por ejemplo, almacenamiento a 4°C). Anteriormente se han descrito formas de realizacién
relativas a otros tamafios o intervalos de tamafios antes del almacenamiento. También se describen
anteriormente formas de realizacién no limitativas basadas en liposomas de EggPC y DPPC.

El nanoliposoma administrado puede tener un tamafio promedio de 90 nm a 120 nm después del
almacenamiento (por ejemplo, a 4°C). Anteriormente se han descrito formas de realizacién relativas a otros
tamafios o intervalos de tamafios después del almacenamiento (por ejemplo, a 4° C). También se han descrito
anteriormente formas de realizacién no limitativas basadas en liposomas de EggPC y DPPC.

Tal como se ha descrito anteriormente, el tipo de lipidos utilizados puede influir en el indice de polidispersidad del
nanoliposoma que se va a administrar. La polidispersidad del nanoliposoma puede cambiar de manera
insignificante después del almacenamiento. En diversas formas de realizacién, el nanoliposoma administrado
puede tener un indice de polidispersidad inferior a 0,3, 0,2 o incluso 0,1 antes y después del almacenamiento.
Anteriormente se han descrito formas de realizaciéon no limitativas basadas en nanoliposomas de EggPC y
nanoliposomas de DPPC antes y después del almacenamiento.

El nanoliposoma administrado puede ser una vesicula multilaminar o una vesicula unilaminar de acuerdo con
diversas formas de realizacién tal como se ha descrito anteriormente.

En todas las formas de realizacidén descritas en el presente documento, las enfermedades oculares del segmento
anterior pueden referirse a enfermedades inflamatorias oculares, enfermedades de la superficie ocular y
enfermedades o trastornos asociados con la falta de inmunosupresién (por ejemplo, rechazo de injerto ocular).

En resumen, la presente descripcién se refiere a nanoliposomas para su utilizacién en la administracién de
tacrolimus para tratar diversas enfermedades o trastornos inflamatorios del ojo, enfermedades de la superficie
oculary en inmunosupresién para prevenir el rechazo de injertos oculares (por ejemplo, posinjerto de cérnea).
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Los nanoliposomas se pueden preparar a partir de lipidos como por ejemplo, pero sin limitarse a, fosfocolinas y
esfingolipidos. Mas especificamente, los nanoliposomas que contienen tacrolimus en las concentraciones de
carga deseadas pueden prepararse mediante técnicas de carga pasiva.

De manera ventajosa, los nanoliposomas cargados con farmaco se pueden aplicar mediante inyecciones
subconjuntivales y pueden sostener la liberacién de farmacos durante un periodo prolongado (de dias a meses).
Ello mejora drasticamente el cumplimiento del paciente a la vez que minimiza los efectos secundarios asociados
con las instilaciones topicas frecuentes (por ejemplo, gotas para los ojos) con el fin de detener la progresioén de
las enfermedades.

Se puede hacer referencia a los nanoliposomas como una composicién de materia liposomal que comprende o
consiste en lipidos saturados y/o insaturados. La carga de farmaco encapsulado en cada uno de los liposomas
puede ser de hasta 1 mg/ml y la relacién en peso de farmaco/lipido puede ser de hasta 0,2. Esta composicién
sostiene de manera ventajosa la liberacidén de tacrolimus mas allad de dos semanas.

Si bien los métodos descritos anteriormente se ilustran y describen como una serie de pasos o eventos, se
apreciara que cualquier orden de dichos pasos o eventos no debe interpretarse en un sentido limitativo. Por
ejemplo, algunos pasos pueden ocurrir en diferentes 6rdenes y/o simultdneamente con otros pasos o eventos
aparte de los ilustrados y/o descritos en el presente documento. Ademas, es posible que no se requieran todos
los pasos ilustrados para implementar una o més de las formas de realizacién descritas en el presente
documento. Asimismo, uno o0 mas de los pasos descritos en el presente documento se pueden llevar a cabo en
uno o mas actos y/o fases separados.

Ejemplos

La presente invencidn se refiere a nanoliposomas para la administracién y/o liberacién sostenida de tacrolimus
para el tratamiento de enfermedades oculares. De acuerdo con los ejemplos que se describen a continuacién, se
lograron altas concentraciones de carga de tacrolimus en nanoliposomas utilizando una técnica de carga pasiva.
Ademas, se logrd una liberacién controlada y sostenida de tacrolimus de los nanoliposomas en una diélisis in
vitro. Los ejemplos demostraron que la liberacion del farmaco se sostuvo més all4 de dos semanas de acuerdo
con la dialisis in vitro.

Ademas, los ejemplos siguientes ejemplifican la encapsulaciéon de tacrolimus en altas concentraciones de carga
en los nanoliposomas, en que se logra una proporcién en peso de farmaco/lipido (D/L) deseablemente alta de
hasta 0,2 para liposomas tanto no saturados como saturados. Cuando la relacién D/L excede 0,2, |a eficiencia de
encapsulacién del farmaco disminuye, lo que tiene como resultado la pérdida de farmacos de los nanoliposomas.
En la FIG. 5 se muestra un ejemplo de cémo el tacrolimus se encapsula en en nanoliposoma.

Ejemplo 1: Preparacién de liposomas cargados con tacrolimus

Los lipidos se pesaron y se colocaron en un desecador de vacio durante 1 hora para eliminar la humedad
residual antes de pesarlos. El farmaco, tacrolimus, también se desecé antes de pesarlo. Cada lote de liposomas
se preparé en 5 ml, con una concentracién lipida inicial de 18 milimolar (mM).

A continuacién, los lipidos pesados y el farmaco se mezclaron en un matraz de fondo redondo y se disolvieron en
una mezcla de fase orgénica que contenia metanol y cloroformo en una proporcién de 1:2. Seguidamente se
mantuvo el matraz en un bafio de agua a una temperatura de 40°C y se hizo girar en un operador rotatorio bajo
presién reducida durante 1 hora para eliminar la fase organica, dejando finalmente una fina pelicula lipida
cargada con farmaco que cubria el fondo del matraz. A la fina pelicula lipida se le afiadieron 5 ml de solucién
tampdn de fosfato (PBS de pH 7,4) para formar instantaneamente vesiculas multilaminares cargadas de farmaco
(MLV).

Los tamafios de los liposomas (MLV) se redujeron mediante extrusién a través de membranas de filtro de
policarbonato en la secuencia de tamafio correspondiente de 0,2 pm (5 veces) y 0,08 um (10 veces) utilizando
una extrusora de mesa adquirida en Northern Lipids Inc, Canada. Después de estos pasos de extrusién, se
formaron grandes vesiculas unilamelares (LUV) cargadas con el farmaco con una distribuciéon de tamafio de
aproximadamente 100 £ 20 nm.

Ejemplo 2: Mediciones del coeficiente de particiéon

Los farmacos hidréfobos, como por ejemplo el tacrolimus, se distribuyen entre la bicapa lipida y la fase continua
del tampén de acuerdo con la solubilidad de los farmacos. El coeficiente de particién se calculé basandose en la
relaciéon de concentraciones medidas entre estas dos fases. Los valores del coeficiente de particiéon se estimaron
a partir de los MLV antes del paso de extrusion.
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Brevemente, las MLV en tubos de microcentrifuga se centrifugaron a 13000 rotaciones por minuto (rpm) o 16249
de fuerza centrifuga relativa (rcf) durante media hora. Fue posible una clara separacién del sedimento lipido del
sobrenadante gracias a las vesiculas de tamafio micrométrico. El sobrenadante era visualmente claro y esto
mostré que era posible una separaciéon completa.

La cantidad total de farmaco(s) en las MLV y la cantidad de farmaco(s) en el sobrenadante se estimaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se calculé una cantidad de farmaco(s) en fase
continua (tampén) a partir del farmaco medido en el sobrenadante. La cantidad de farmaco dividida en la bicapa
se calcula restando el farmaco medido en el sobrenadante de la cantidad total de farmaco. A continuacién se
estimé el coeficiente de particién del farmaco (P.C.) en MLV utilizando la siguiente expresién que se proporciona
a continuacion.

P. C. = Cantidad total de farmaco - cantidad de farmaco en el tampén

Cantidad de farmaco en el tampén

Ejemplo 3: Medicién de la concentracién de farmaco atrapado

En general, las diversas muestras de liposomas se rompieron con alcohol isopropilico (IPA) en una proporcién de
volumen de 1:5 (liposoma:IPA) y a continuacién se diluyeron con PBS de pH 7,4. Se utilizé el método HPLC para
medir la concentraciéon de farmaco de los liposomas teniendo en cuenta el factor de dilucién y comparandolo con
el estandar de tacrolimus en PBS de pH 7,4.

Ejemplo 4: Estudio de liberacién de farmaco in vitro y liberacién real de farmaco por dia

Se utilizé un método de dialisis para evaluar la liberacién de tacrolimus a partir de nanoportadores liposomales.
En los ejemplos, el medio receptor se separd fisicamente de los liposomas cargados con el farmaco mediante
una membrana de didlisis. La concentracién del farmaco liberado se evalué a partir del medio receptor a lo largo
del tiempo mediante HPLC. Para este ejemplo, se introdujeron 1 ml de liposomas cargados con farmaco en una
bolsa de diélisis de éster de celulosa (con un corte de peso molecular (MWCO) de 100 kD) y se sujetaron con
clips de diélisis en ambos extremos. Se midieron 40 ml de tampén PBS a un pH de 7,4 (NaCl 137 mM, KCI 2,68
mM, KH2PO4 1,76 mM, NaHPO4 10,14 mM) y se tomaron en una botella de color ambar. Las bolsas de dialisis
se suspendieron en tampén PBS y se colocaron en una incubadora a una temperatura de 37°C. Se tomaron
muestras de 2 ml de medio de diélisis cada dia y se repuso diariamente todo el medio PBS. La cantidad de
farmaco(s) liberado(s) a lo largo del tiempo se midié mediante HPLC y se presenté como un porcentaje de
liberacion acumulativo representado en funcién del tiempo.

Ejemplo 5: Caracterizacién de liposomas cargados con farmaco: estudios de estabilidad de tamarfo

El tamafio medio asi como la distribucién de tamafios (indice de polidispersidad) de los liposomas se
caracterizaron utilizando Malvern Zetasizer Nano ZS. Los tamafios de particulas se midieron después de la
preparacién y se monitorearon continuamente durante el almacenamiento (4°C).

Ejemplo 6a: Resultados - Estabilidad del tamafio in vitro de tacrolimus en liposomas insaturados (liposomas de

EggPC)

Los liposomas insaturados se basaron en liposomas de fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC). EggPC
contiene, pero sin quedar limitado a, POPC, fosfatidiletanolamina, DPPC, DOPC y esfingomielinas, etc. Los
liposomas de EggPC tienen una relacion en peso D/L de 0,2 con una concentracién de carga de farmaco
(tacrolimus) de 1 mg/ml. La concentracién de carga puede depender de lo que se requiere para administrar
cantidades diarias adecuadas durante varios dias.

Los cambios en el tamafio de los liposomas en el momento de y durante el almacenamiento se monitorearon
continuamente con Zetasizer (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Tal como se muestra en la Tabla 1 a
continuacién, se encontré que los liposomas de EggPC cargados con tacrolimus eran estables durante al menos
un mes en almacenamiento a 4°C y se encontrd que el tamafio promedio (Zayg) de los liposomas era de
aproximadamente 90 nm con un indice de polidispersidad estrecho (PDI) inferior a 0,1.
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Tabla 1 - Medidas de tamafio de liposomas de EggPC cargados con tacrolimus inmediatamente después de la
extrusién y un mes después del almacenamiento a 4°C.

EggPC/Tacrolimus LUV
Relacién de peso D/L de 0.2

Concentracion inicial de farmaco de 1 mg/mi

Dias Tamafio de Zayg — Zeta (promedio) (nm) PN
0 RO.64 2078 052 20018
30 9067 £ 0.49 .01+ 0.007

Ejemplo 6b: Resultados - Estudio de liberacién de farmaco in vitro de tacrolimus en liposomas insaturados
(liposomas de EggPC)

La liberacién de tacrolimus de los liposomas de EggPC se evalud mediante una técnica de dialisis y se expresé
en términos de liberaciéon acumulada del farmaco (%) a lo largo del tiempo tal como se muestra en la FIG. 1. En
la Fig. 1, se muestran los estudios de liberacién del farmaco in vitro (1 ml de liposomas dializados en relacién con
40 ml de PBS con pH de 7,4) para tres muestras independientes de liposomas de EggPC cargados con
tacrolimus tal como se llevaron a cabo. Las tres muestras tenian la misma carga de farmaco y relacién D/L.

La liberacién de tacrolimus de los liposomas se mantuvo méas alld de dos semanas in vitro (aproximadamente
60%), si bien se observé una liberacién répida en los primeros dias.

Ejemplo 6c. Resultados - Estudio de liberacién de farmaco in vitro de tacrolimus en liposomas insaturados
(liposomas de POPC)

Los liposomas insaturados en este ejemplo se basaron en 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC). La
liberacion de tacrolimus de estos liposomas se evalué mediante la técnica de dialisis tal como se ha descrito
anteriormente y se expresé en términos de liberacién acumulada de farmaco (%) a lo largo del tiempo tal como
se muestra en la FIG. 2. En la Fig. 2, se muestran los estudios de liberacién de farmaco in vitro para tres
muestras independientes de liposomas de POPC cargados con tacrolimus (1 ml de liposomas dializados por 40
ml de PBS con pH de 7,4) tal como se llevaron a cabo. A continuacién se representé graficamente el porcentaje
acumulado de liberacién de tacrolimus en relacién con el tiempo (dias). La liberacién casi completa de tacrolimus
del POPC se mantuvo durante 42 dias in vitro, observandose un estallido suprimido en los primeros dias. Las
concentraciones de carga de farmaco y las relaciones D/L para los liposomas de POPC son las mismas que las
de EggPC.

En la FIG. 3 se muetra una comparacién de perfiles de liberacién de tacrolimus entre gota(s) para los ojos de
tacrolimus y liposoma de POPC de tacrolimus. En la FIG. 3. se muestran los estudios de liberacidén de farmaco in
vitro para tres muestras independientes de liposomas de POPC cargados con tacrolimus (1 ml de liposomas
dializados frente a 40 ml de PBS con pH 7,4) tal como se llevaron a cabo. El perfil de liberacién masiva diaria
(calculada) de tacrolimus se representd en relaciéon con el tiempo (dias) tal como se muestra en la FIG. 3. En la
FIG. 3 también se incluye el perfil de liberacién de tacrolimus a base de colirio tal como se representa por medio
de la linea sdélida y continua.

En comparacidén con el régimen o los regimenes convencionales para gotas de tacrolimus para los ojos en los
que se necesita una tasa de liberacion diaria de 0,72 pg/dia (representada como una linea plana continua en la
Figura 3), se puede observar que la liberacién de tacrolimus in vitro a partir de los liposomas de la presente
descripcién cumple o incluso supera el objetivo de liberacién convencional durante toda la duracién de la
liberacion sostenida. De acuerdo con estos resultados, los presentes liposomas no sélo evitan los problemas
asociados con las gotas de tacrolimus para los ojos, sino que también proporcionan una duracién mejorada de la
administracién sostenida del farmaco.
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Ejemplo 7a: Resultados - Estabilidad del tamafio in vitro de tacrolimus en liposomas saturados (liposomas de

DPPC)

Los liposomas saturados se basaron en liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) preparados de acuerdo
con el ejemplo 1. Los liposomas de DPPC tienen una relacién en peso D/L de 0,2 con una concentracion de
carga del farmaco (tacrolimus) de 1 mg/ml. Tal como se muestra en la Tabla 2 a continuacién, los liposomas de
DPPC cargados con farmaco tuvieron un tamafio estable durante al menos 1 mes de almacenamiento a 4°C.

Tabla 2 - Mediciones de tamafio de liposomas de DPPC cargados con tacrolimus inmediatamente después de la
extrusién y un mes después del almacenamiento a 4°C.

DPPC/Tacrolimus LUV
Relacién de peso D/L de 0.2

Concentracion inicial de farmaco de 1 mg/mi

Dias Tamafio de Zayg — Zeta (promedio) (nm) P
{ {10637+ 1.00 {28+ 0.010
30 1128+ 105 0218+ 3036

A partir de la Tabla 2, se encontré que el tamafio promedio (Zayg) de los liposomas era de aproximadamente 110
nm con un indice de polidispersidad (PDI) estrecho de menos de 0,3.

Ejemplo 7b: Resultados - Estudio de liberacién de farmaco in vitro de tacrolimus en liposomas saturados
(liposomas de DPPC)

La liberacién de tacrolimus de los liposomas de DPPC se evalué mediante la técnica de diélisis tal como se ha
descrito anteriormente y se expresé en términos de liberacién acumulada de farmaco (%) a lo largo del tiempo tal
como se muestra en la FIG. 4. En la FIG. 4, se muestran los estudios de liberacién de farmaco in vitro (1 ml de
liposomas dializados por 40 ml de PBS con pH de 7,4) para tres muestras independientes de liposomas de
DPPC cargados con tacrolimus tal como se llevaron a cabo. La liberacién acumulada de tacrolimus (%) se
representé graficamente en relaciéon con el tiempo (dias). Para cada. La liberacién de tacrolimus de los liposomas
se mantuvo mas alld de dos semanas in vitro (alrededor del 35%), si bien se observé un aumento menor en los
primeros dias. En comparacién con los liposomas de EggPC, los liposomas de DPPC tienen una explosién inicial
més pequefia y solo alrededor del 35% del farmaco se libera al final de dos semanas en comparacién con los
liposomas de EggPC (alrededor del 60%).
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REIVINDICACIONES

Un nanoliposoma para uso en la profilaxis y/o en el tratamiento de enfermedades oculares del segmento
anterior, en que el nanoliposoma comprende una pluralidad de lipidos insaturados y saturados que
forman al menos una bicapa lipida que encapsula un farmaco hidréfobo que comprende tacrolimus, y en
que el farmaco hidréfobo y la pluralidad de lipidos insaturados y saturados tienen una relacién en peso
de hasta 0,2, en que la pluralidad de lipidos insaturados y saturados (i) comprenden al menos un lipido
insaturado que constituye mas del 50% en peso de la al menos una bicapa lipida, y (ii) tienen el farmaco
hidréfobo encapsulado en la al menos una bicapa lipida, en que el nanoliposoma se administra por
inyeccién subconjuntival y sostiene la liberacién diaria del farmaco hidréfobo durante al menos 2
semanas, tal como se mede por medio de un método de didlisis, y en que el al menos un lipido
insaturado comprende fosfatidilcolina de yema de huevo (EggPC), y/o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC), en que el método de dialisis comprende (i) colocar el nanoliposoma en una bolsa
de didlisis, (ii) incubar la bolsa de dialisis suspendida en una solucién tampén de fosfato a un pH de 7.4
y 37° C, y (iii) realizar un muestreo de una parte de un medio de dialisis de forma diaria para que la
cromatografia liquida de alta resolucién mida la cantidad del farmaco hidréfobo que se ha liberado.

El nanoliposoma para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en que el nanoliposoma tiene una carga
de farmaco de hasta 1 mg/ml.

El nanoliposoma para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en que el al menos un lipido
insaturado comprende ademas un esfingolipido y/o 1,2-dioleoil -sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC).

El nanoliposoma para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en que el
nanoliposoma tiene un tamafio medio de 80 nm a 150 nm antes del almacenamiento a 4° C.

El nanoliposoma para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en que el
nanoliposoma tiene un tamafio medio de 90 nm a 120 nm después del almacenamiento a 4° C.

El nanoliposoma para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en que el
nanoliposoma tiene un indice de polidispersidad inferior a 0,3 antes y después del almacenamiento.

El nanoliposoma para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en que el
nanoliposoma es una vesicula multilaminar o una vesicula unilaminar.
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F1G. 1

Perfil de liberacién para EggPC con un D/L de 0.2
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Perfil de liberacién para liposomas de POPC
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Masa de Tacrolimus (ug)

Liberacién acumulada (%)

Perfil de liberacién para liposomas de POPC y gotas para los ojos
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FIG.3
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Perfil de liberacioén para DPPC con un D/L de 0.2
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Colas hidrofilas
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