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DESCRIPCION
Microcapsulas lipidas solidas que contienen hormona del crecimiento en el nacleo sélido interno

La presente invencion hace referencia a formulaciones de hormona del crecimiento (GH) que tienen propiedades de
liberacién controlada, en particular la hormona del crecimiento humana (hGH) y a métodos para su preparacion. Las
formulaciones de hormona del crecimiento pueden elaborarse sin la desnaturalizaciéon de la proteina y pueden
administrarse en forma conveniente a la persona que la necesita mediante la utilizacion de una jeringuilla
convencional, o un dispositivo de inyeccién mecanico o electrénico, mediante una aguja de didmetro pequefio.

Los regimenes de tratamiento actuales para la deficiencia de hGH en humanos se basan principalmente, por
ejemplo, en la administracion de hGH mediante una inyecciéon subcutanea. Las hGH desempefian un papel
fundamental en la regulacién del crecimiento de células y érganos, y en la funcién fisiolégica a lo largo de diversas
etapas del desarrollo y envejecimiento. Por ejemplo, la sobreproduccion de hGH produce gigantismo en nifios y
acromegalia en adultos, mientras que una produccion insuficiente lleva al enanismo en nifios [Mauras et al., J. Clin.
Endocrinology and Metabolism, 85(10), 3653-3660 (2000); Frindik et al., Hormone Research, 51(1), 15-19 (1999);
Leger et al., J. Clin. Endocrinology and Metabolism, 83(10), 3512-3516 (1998)], Sindrome de Turner (sélo en
mujeres) [Bramswig, Endocrine, 15(1), 5-13 (2001); Pasquino et al., Hormone Research, 46(6), 269-272 (1996)] e
insuficiencia renal cronica [Carroll et al., Trends in Endocrinology and Metabolism, 11(6), 231-238 (2000); Ueland et
al., J. Clin. Endocrinology and Metabolism, 87(6), 2760-2763 (2002); Simpson et al., Growth Hormone & IGF
Research, 12, 1-33 (2002)]. En adultos, la deficiencia de hGH puede afectar el procesamiento metabdlico de las
proteinas, los carbohidratos, los lipidos, los minerales y los tejidos conjuntivos, y puede dar como resultado atrofia
muscular, 6sea o cutanea [Mehls and Haas, Growth Hormone & IGF Research, Supplement B, S31-S37 (2000); Fine
et al., J. Pediatrics, 136(3), 376-382 (2000); Motoyama et al., Clin. Exp. Nephrology, 2(2), 162-165 (1998)]. Otros
trastornos relacionados con la deficiencia de hGH que se caracterizan por la deficiencia o problemas de crecimiento
incluyen el sindrome de desgaste por SIDA [Hirschfeld, Hormone Research, 46, 215-221 (1996); Tritos et al., Am. J.
Medicine, 105(1), 44-57 (1998); Mulligan et al., J. Parenteral and Enteral Nutrition, 23(6), S202-S209 (1999); Torres
and Cadman, BioDrugs, 14(2), 83-91 (2000)] y el sindrome de Prader-Willi [Ritzen, Hormone Research, 56(5-6), 208
(2002); Eiholzer et al., Eur. J . Pediatrics, 157(5), 368-377 (1998)].

La patente US5219572 hace referencia a dispositivos de administraciéon de liberacion controlada para las proteinas
macromoleculares basados en perlas microencapsuladas. Las Ultimas comprenden una cubierta de cera rompible,
que rodea completamente una matriz del nlcleo que contiene una proteina molecular y agentes tensioactivos,
ligantes, estabilizadores. En el ejemplo 1 la somatotropina es combinada con arginina y sacarosa en el ndcleo.

En la patente US2001044026 una composicion insoluble en agua comprende un material de nicleo y un material de
cubierta insoluble en agua. La formulacion de las composiciones de microcapsulas incluye compuestos de nucleo
organicos insolubles o ligeramente solubles en agua, y comprende la mezcla de un agente tensioactivo o una sal
inorganica micronizada con dicho material de ndcleo.

Se han desarrollado varios productos en un intento por abordar la necesidad de agentes terapéuticos de hGH
estables y de larga duracion y que, por lo tanto, puedan administrarse mediante una pauta de inyecciones menos
frecuentes.

A estos efectos, se han utlizado diversas tecnologias de administracion de farmacos, tales como hidrogeles
[Katakam et al., J. Controlled Release, 49 (1), 21-26 (1997); Kim and Park, J. Controlled Release, 80(1-3), 69-77
(2002)], liposomas [Weiner et al., J . Pharm. Sci ., 74(9), 922-925 (1985)], emulsiones de aceite [Yu et al., J. Pharm.
Sci., 85(4), 396-401 (1996); Zhao et al., J. Dairy Sci., 75(11), 3122-3130 (1992)] y microesferas de polimeros
biodegradables [Jostel et al., Clin. Endocrinol. (Oxf), 62 (5) :623-627 (2005); Sun et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 289
(3):1523-1532 (1999); Jones et al., Adv. Drug Deliv. Rev., 28(1): 1-84 (1997); Johnson et al., Wat Med, 2(7):795-799
(1996)]. Sin embargo, las formulaciones de hGH resultantes habitualmente presentan una liberacién repentina no
deseable del farmaco, o bien pueden ser dificiles de elaborar.

Por ejemplo, la Nutropin Depot®, es una suspension inyectable de microesferas de polilactido-co-glicélido (PLG) que
contienen hormona del crecimiento humana recombinante (r-hGH) (véase http://www.gene.com). Los considerables
costes de elaboracién han ocasionado la retirada de ese producto del mercado. Ademas, los estudios que incluyen
la administracion de Nutropin Depot® en pacientes pediatricos llevan a reacciones adversas en el sitio de inyeccion,
dando como resultado nédulos, eritema, dolor, contusiones, picazon, lipoatrofia e hinchazon.

Otro producto actualmente en desarrollo por LG Pharmaceuticals Inc. (Corea del Sur), es una formulacion de
suspension de microparticulas que contiene hGH, hialuronato, lecitina y triglicéridos. Los inconvenientes de este
producto incluyen medios de administracion desfavorables, especificamente, un fluido de administracién que se
debe inyectar por medio de una aguja calibre 26 [Kim et al., J. Controlled Release, 104: 323-335 (2005); Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N° 2005/0100605; EP 0918535 B1].
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Las solicitudes de patente PCT WO 2004/060310 y WO 2004/060920 hacen referencia a formulaciones de hGH, que
incluyen aquellas que comprenden cristales de hGH del complejo formado con polielectrolitos (es decir,
policationes). Tales composiciones son estables y capaces de una liberacion de hGH controlada por hasta un
periodo de 1 semana. Mientras que los componentes de cristales de hGH del complejo formado por policationes
vuelven estables y de larga duraciéon a estas composiciones, existe la posibilidad de que en algunos pacientes, la
naturaleza cargada de la superficie de cristal en complejo pueda llevar a una reaccién local, que incluye
enrojecimiento e hinchazon leves en el sitio de la inyeccion.

Es objeto de la presente invencién proporcionar una formulacion de liberacion controlada, que evite en gran medida
las desventajas de las formulaciones del arte previo tales como los efectos de estallido, propiedades de liberacion
controlada limitadas y que no contenga auxiliares que causen reacciones adversas tales como los polielectrolitos.
Ademas, la formulacién de liberacion controlada deberia administrarse facilmente mediante una aguja calibre 27-29
(G) mediante la utilizacion de una jeringuilla convencional, o a través de un dispositivo de inyeccién mecénico o
electroénico.

De manera sorprendente, se ha descubierto que tal formulacién puede obtenerse al proporcionar microcapsulas, que
comprenden al menos un nudcleo sélido interno que contiene una hormona del crecimiento, un agente de carga y un
tensioactivo, y una cubierta externa alrededor de ese nucleo sélido interno que comprende al menos un lipido. En
consecuencia, la presente invencion hace referencia a una formulacién de particulas que comprende (1) al menos
un nucleo soélido interno que contiene al menos una hormona del crecimiento, un agente de carga y un tensioactivo y
(2) una cubierta externa que comprende al menos un lipido. El ndcleo soélido interno esta hecho de al menos una
microparticula que contiene una hormona del crecimiento. Las microcépsulas con multiniicleos sélidos, es decir que
contienen mas de una microparticula de hormona del crecimiento rodeada por una cubierta externa, también son
parte de la invencion.

La hormona del crecimiento que puede formularse de acuerdo con la presente invencién puede ser de origen animal,
tal como la hormona del crecimiento bovina o porcina. Preferentemente, es de origen humano. Una realizacion
preferente de la invencion hace referencia a microcapsulas, en donde la hormona del crecimiento es una hormona
del crecimiento humana (hGH) o un derivado, fragmento, variante, o analogo funcional, o una sal de la misma que
retiene la actividad bioldgica de la hormona del crecimiento humana.

El término "hormona del crecimiento humana", o "hGH", como se utiliza en la presente invencion, preferentemente
comprende una secuencia de aminoécidos como se ilustra en la Figura 5. El término "hormona del crecimiento
humana" o "hGH" como se utiliza en este documento también pretende incluir a los derivados naturales y sintéticos,
como se ha indicado con anterioridad, incluyendo, sin limitacién, la hormona del crecimiento humana tanto de 20 kD
como de 22 kD, la GH-V, las formas sulfoxiladas y deamidadas de la GH, y otros miembros del locus génico de la
hormona del crecimiento.

Se ha informado de que la hGH de 20 kD se encuentra tanto en la pituitaria como en el flujo sanguineo (Lewis et al,
J. Biol. Chem.253:2679 (1978); Lewis et al, Biochem. Biophys. Res. Comm. 92:511 (1980). Este compuesto, que
carece de los 15 residuos de aminoéacidos desde Glu-32 hasta GIn-46, surge de un empalme alternativo del acido
ribonucleico mensajero (DeNoto et al, Nucleic Acids Res. 9:3719 (1981)). La 20-K-hGH se expresa en la pituitaria y
se segrega en la sangre. Esto representa aproximadamente el 5% de la produccién de la hormona del crecimiento
en los adultos, y aproximadamente el 20% de la produccion de la hormona del crecimiento en los nifios. Tiene la
misma actividad de promocion de crecimiento que la hormona del crecimiento de 22 kD, y se ha informado de que
tiene igual o mayor cantidad de actividad lipolitica que la forma de 22 kD. Se vincula a los receptores de hormona del
crecimiento con igual afinidad que la hormona del crecimiento de 22 kD, y tiene una décima parte de la bioactividad
lactogénica (similar a la prolactina) que la hormona de 22 kD. A diferencia de la 22 kD, la 20-k-hGH tiene actividad
anti-insulina débil.

La GH-V es una variante de la hormona del crecimiento que se encuentra en la placenta. Los derivados conocidos
de la GH incluyen las formas deamidada y sulfoxilada de la hGH. Los residuos de asparagina y glutamina en las
proteinas son susceptibles a las reacciones de deamidacion bajo las condiciones apropiadas. Se ha demostrado que
la hGH de la pituitaria sufre este tipo de reacciones, lo que da como resultado la conversién de Asn-152 en &cido
aspartico y también, en menor medida, la conversion de GIn-137 en acido glutamico (Lewis et al, Endocrinology
104:1256 (1979). Se ha demostrado que la hGH deamidada tiene una susceptibilidad alterada a la protedlisis con la
enzima subtilisina, lo que sugiere que la deamidacién puede tener importancia fisiolégica en la direccién de la
division proteolitica de la hGH. Se sabe que la hGH biosintética se degrada bajo ciertas condiciones de
almacenamiento, lo que da como resultado la deamidacion en una asparagina diferente (Asn-149). Este es el sitio
primario de deamidacion, pero también se ve la deamidacién en la Asn-152 (Becker et al, 1988). Tanto la hGH
derivada de la pituitaria como la sintética sufren sulfoxidaciones en Met-14 y Met-125 (Becker et al, 1988). También
se ha informado de la oxidacién en Met-170 en la hGH pituitaria pero no en la biosintética.

Se ha descubierto que tanto la hGH desamida como la hGH sulfoxida Met-14 exhiben plena actividad biolégica
(Becker et al, Biotechnol. Appl. Biochem. 10:326 (1988). Appl. Biochem. 10:326 (1988).
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De acuerdo con la presente invencion, la hGH puede ser una hormona del crecimiento humana natural, por ejemplo
purificada a partir de la glandula pituitaria o sangre o suero, o puede ser una hGH recombinante. La GH
recombinante se puede expresar en cualquier huésped adecuado, ya sea un huésped procariético o bien
eucaridtico. La E. coli es un huésped particularmente adecuado para la expresion de la hGH, por ejemplo.
Preferentemente, la hGH expresada en E. coli comprende una metionina N-terminal adicional con respecto a la
secuencia humana, tal hGH también se llama Met-GH. Las células de levaduras, insectos, 0 mamiferos también son
adecuadas para la expresiéon de la hormona del crecimiento recombinante. La hGH puede expresarse en células
humanas o animales, por ejemplo en células de Ovario de Hamster Chino (CHO). Preferentemente, la hGH puede
expresarse en lineas celulares murinas tal como por ejemplo la linea celular C127.

El término “hormona del crecimiento”, como se utiliza en este documento, también incluye derivados, fragmentos,
variantes, o analogos funcionales de la hGH que tiene una secuencia de aminoacidos como se ilustra en la Figura 5,
siempre y cuando el derivado, fragmento, variante, o analogo funcional retenga la actividad biol6gica de la hormona
del crecimiento, es decir que actlien como agonistas para el receptor de hormona del crecimiento. En otras palabras,
son capaces de unirse al receptor de la hormona del crecimiento para iniciar la actividad de sefializacién del
receptor.

El término “derivados funcionales”, o “derivados quimicos”, tal como se utiliza en este documento abarca los
derivados que se pueden preparar a partir de los grupos funcionales que se producen como cadenas laterales en los
residuos de los grupos en posicion N- o C-terminal, por medios conocidos en el arte, y se incluyen en la invencién en
la medida en que sigan siendo farmacéuticamente aceptables, y no reduzcan en forma considerable la actividad
biolégica de la hGH como se describe en este documento, es decir la habilidad de unirse al receptor de la hGH e
iniciar la sefializacién del receptor, y no confieran propiedades téxicas a las composiciones que los contienen. Los
derivados pueden tener fracciones quimicas, tales como residuos de carbohidratos o fosfatos, siempre y cuando tal
derivado retenga sustancialmente la actividad bioldgica de la hGH y siga siendo farmacéuticamente aceptable.

Por ejemplo, los derivados pueden incluir ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los grupos carboxilo
mediante reaccién con amoniaco o con aminas primarias o secundarias, derivados N-acilo o grupos amino libres de
los residuos de aminoéacidos formados con fracciones acilo (por ejemplo, grupos alcanoil o aroil carbociclicos) o
derivados O-acilo de grupo hidroxilo libre (por ejemplo, aquellos de los residuos de serilo o treonilo) formados con
fracciones acilo. Tales derivados también pueden incluir, por ejemplo, cadenas laterales de polietilenglicol, que
pueden enmascarar sitios antigénicos y extender la permanencia de la molécula en los fluidos corporales.

Una hormona del crecimiento que se ha derivado o combinado con un agente formador de complejos puede ser de
larga duracion. Por lo tanto, una realizacion de la invencion hace referencia a las versiones pegiladas de la hormona
del crecimiento humana. Tales versiones pegiladas de la hormona del crecimiento humana se describen por ejemplo
en la patente WO 2005/074546. Las hormonas de crecimiento manipuladas genéticamente para exhibir una
actividad duradera en el cuerpo también son ejemplos para los derivados de la hGH dentro del alcance de la
presente invencion. Se ha aislado e identificado la hGH que se encuentra acetilada en el extremo N-terminal (Lewis
et al, 1979). No esté claro si la acilacibn desempefia un papel regulador o es simplemente un artefacto de la
purificacién. Sin embargo, se espera que esta molécula exhiba una actividad GH de modo semejante a otros
derivados de la hGH. Por lo tanto, en una realizacion, la invencion hace referencia a un derivado de hormona del
crecimiento humana que est4 acetilada en su extremo N-terminal. Una realizacion de la formulacion de acuerdo con
la invencion comprende un dimero de hormona del crecimiento humana seleccionado del grupo que consiste en un
dimero disulfuro conectado a través de enlaces disulfuro entre cadenas, un dimero no disulfuro covalente
irreversible, un dimero no covalente, y las mezclas de éstos.

Como se utiliza en este documento, el término “muteina” hace referencia a equivalentes de una GH, en la cual uno o
mas de los residuos de los aminoacidos de una GH natural se remplazan por residuos de aminoacidos diferentes, o
se borran, 0 uno 0 mas de los residuos de aminoacidos se agregan a la secuencia natural de una GH, sin reducir
considerablemente la actividad de los productos resultantes comparados con la GH de tipo silvestre. Estas muteinas
se preparan mediante sintesis conocida y/o mediante técnicas de mutagénesis sitio-dirigida, o cualquier otra técnica
conocida adecuada para ello.

La muteinas de acuerdo con la presente invencién incluyen proteinas codificadas mediante un acido nucleico, tal
como ADN o ARN, que se hibridan a ADN o ARN, que codifica una GH bajo condiciones rigurosas. Un polinucleétido
que codifica hGH es un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos que se
ilustra en la Figura 5.

El término “condiciones rigurosas” hace referencia a las condiciones de hibridacién y posterior lavado, que aquellos
con conocimiento en el arte convencionalmente llaman “rigurosas”. Véase Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, supra, Interscience, N.Y., 886.3 and 6.4 (1987, 1992). Sin limitacion, los ejemplos de condiciones
rigurosas incluyen las condiciones de lavado a 12-20 C por debajo de la Tm calculada del hibrido que se esta
estudiando en, por ejemplo, 2 x SSC y 0,5% de SDS por 5 minutos y 0,1 % de SDS por 15 minutos; 0,1 x SSC y
0,5% de SDS a 37T por 30-60 minutos y después, un 0,1 x SSC y 0,5% de SDS a 68T por 30-60 minutos. Los
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expertos en el arte comprenden que las condiciones rigurosas también dependen de la longitud de las secuencias
de ADN, las sondas de oligonucleétidos (tales como las bases 10-40) o las sondas de oligonucleétidos mezcladas.
Si se utilizan sondas mezcladas, es preferente utilizar cloruro de amonio tetrametilo (TMAC) en lugar de SSC Véase
Ausubel, supra.

La identidad refleja una relacion entre dos o mas secuencias de polipéptidos o dos mas secuencias de
polinucleétidos, determinadas mediante la comparacion de las secuencias. En general, la identidad hace referencia
a una correspondencia exacta de nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminoacido de las secuencias de los dos
polinucleétidos o los dos polipéptidos, respectivamente, a lo largo de las secuencias que se comparan.

Para las secuencias en donde no existe una correspondencia exacta, puede determinarse un “% de identidad". En
general, las dos secuencias que se van a comparar se alinean para dar una correlacion maxima entre las
secuencias. Esto puede incluir la insercién de “interrupciones” en una o en ambas secuencias, para mejorar el grado
de alineacion. Se puede determinar un % de identidad a lo largo de la totalidad de cada una de las secuencias que
se comparan (lo que se llama alineacion global), que es particularmente adecuada para las secuencias que tienen la
misma longitud o una longitud muy semejante, o incluso mas cortas (lo que se llama alineacién local), que es mas
adecuada para las secuencias de longitudes desiguales.

Los métodos para la comparacion de la identidad y homologia de dos o méas secuencias son conocidos en el arte.
Por ejemplo, los programas disponibles en el Paquete de Andlisis de Secuencia de Wisconsin, version 9.1
(Devereux J et al, Nucleic Acids Res, 12, 387-395, 1984), por ejemplo los programas BESTFIT y GAP, también
pueden utilizarse para determinar el porcentaje de identidad entre dos polinucleétidos y el porcentaje de identidad y
porcentaje de homologia entre dos secuencias de polipéptidos. BESTFIT utiliza el algoritmo de "homologia local" de
Smith y Waterman (Smith and Waterman J Mol Biol, 147,195-197, 1981, Advances in Applied Mathematics (Avances
en matematica aplicada), 2, 482-489, 1981) y encuentra la mejor regién individual de similitud entre dos secuencias.
Otros programas para determinar la identidad y/o similitud entre secuencias también son conocidos en el arte, por
ejemplo la familia de programas BLAST (Altschul S F et al, J Mol Biol, 215, 403-410, 1990, Altschul S F et al, Nucleic
Acids Res., 25: 389-3402, 19) y FASTA (Pearson W R and Lipman D J, Proc Nat Acad Sci USA, 85,2444-
2448,1988).

1. Una proteina producto de mutacion tal tiene preferentemente una secuencia de aminoécidos lo
suficientemente duplicativa de la de una GH (por ejemplo, la secuencia de amino&cidos que se muestra en la
figura 5), para tener actividad sustancialmente similar a la GH. Una actividad de GH es su capacidad de unirse
al receptor GH. Siempre que la proteina mutante tenga una actividad sustancialmente de unién al receptor GH
(GHR), puede considerarse que tiene actividad sustancialmente similar a la GH. Por lo tanto, puede
determinarse si una proteina mutante dada tiene sustancialmente la misma actividad que la GH mediante la
experimentacion de rutina que comprende someter una proteina mutante, por ejemplo, a un simple ensayo de
competencia tipo sdndwich para determinar si se une o no a una GHR etiquetada de manera apropiada o GHR
de expresion de células, tal como un radioinmunoensayo o un ensayo ELISA.

2. En una realizacién preferente, cualquier proteina mutante tal tiene al menos 60% o 70% o0 80 % 0 90 % o0 95
% 0 98 % 0 99 % de identidad u homologia con la secuencia de aminoacidos o ADN de una GH. La secuencia
de aminoacidos de hGH se muestra en la figura 5. La secuencia de ADN que codifica la GH se conoce en el
arte, por ejemplo, a partir de DeNoto et al, 1981 o Martial et al., 1979.

3. Cambios preferentes para proteinas mutantes conforme a la presente invencién son los que se conocen
como sustituciones "conservadoras”. Las sustituciones conservadoras de aminoéacidos de polipéptidos GH
pueden incluir aminoacidos sinénimos dentro de un grupo que tiene propiedades fisicoquimicas lo
suficientemente similares de modo que la sustitucion entre miembros del grupo preservara la funcion bioldgica
de la molécula (Grantham, 1974). Esta claro que las inserciones y eliminaciones de aminoacidos también
pueden hacerse en las secuencias definidas con anterioridad sin alterar su funcion, en particular si las
inserciones o eliminaciones solo involucran pocos aminoéacidos, por ejemplo, menos de 20, y preferentemente
menos de diez, y no eliminan ni mueven aminoacidos que son fundamentales para una conformacién funcional,
por ejemplo, residuos de cisteina. Las proteinas y proteinas mutantes producidas mediante tales eliminaciones
y/o inserciones se contemplan en la presente invencion.

4. El término "proteina de fusion" hace referencia a un polipéptido que comprende GH, o una proteina de fusion
o fragmento de ésta, fusionado con otra proteina, que, por ejemplo, tiene un tiempo de permanencia extendido
en fluidos corporales. La fusion puede ser directa o a través de un conector tal como por ejemplo un conector de
péptidos de 5 a 10 aminoacidos. La GH puede fusionarse con otra proteina, polipéptido o similar, por ejemplo,
una inmunoglobulina o fragmento de éstos. Las porciones Fc de IgG, tales como IgG1, 1gG2, 1IgG3 0 1gG4 son
adecuadas para la preparacion de proteinas de fusién-inmunoglobulina. Las proteinas de fusion Ig se describen
por ejemplo en EP 314317 Al (Genentech) o EP 0325224 A2 (Zymogenetics Inc.).
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5. Como "fracciones activas" de una GH o proteinas mutantes y proteinas fusionadas, la presente invencién
cubre cualquier fragmento o precursores de la cadena de polipéptidos de la molécula de proteina sola o junto
con moléculas asociadas o residuos conectados con éste, por ejemplo residuos de azlcar o fosfato, o
agregados de la molécula de proteina o los residuos de azlcar por si mismos, siempre que dicha fraccion tenga
actividad sustancialmente similar a la GH.

6. La GH que ha de formularse conforme a la presente invencion puede utilizarse para el tratamiento y/o
prevencién de una cantidad de enfermedades o trastornos, ya sea sola o en combinacion con otros
componentes activos. Tales enfermedades o trastornos se relacionan, preferentemente, con la produccion de
GH enddgena insuficiente. La GH purificada puede utilizarse por ejemplo para el tratamiento y/o prevencién de
deficiencia de GH, sindrome de desgaste por SIDA, lipodistrofia (también llamado HARS - sindrome
dismetabolico/dismorfia asociado a VIH), o sindrome de asa corta, en particular pediatrico. Otras enfermedades
en las cuales puede indicarse la administracién de hormona del crecimiento incluyen cirrosis, deficiencia de
crecimiento en adultos, aterosclerosis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, osteoartritis, caquexia cardiaca,
fallo cardiaco congestivo, insuficiencia renal cronica, reconstitucion o movilizacion de células sanguineas,
infertilidad masculina, movilizacién de células madres hematopoyéticas, esclerosis multiple, accidente
cerebrovascular, atrofia sistémica mdltiple o cancer.

El término "microcapsulas" como se utiliza en la presente invencion hace referencia a particulas dentro de la escala
de micrones y submicrones, que tienen una estructura que comprende al menos un nucleo sélido interno y una
cubierta externa, y tienen una forma mas o menos esférica. Las particulas que se conocen como nanocapsulas, que
son particulas en la escala de submicrones que tienen la misma estructura que se define, estan abarcadas por las
"microcapsulas” que se utilizan en la presente invencién.

Habitualmente, el diametro medio ponderado de las microcapsulas de la invencion oscila entre aproximadamente
100nm y aproximadamente 500 um. Mas preferentemente, el diametro promedio de particulas es de entre
aproximadamente 1 um y aproximadamente 100 um. En otra realizacion, el diametro medio de las microesferas es
de entre aproximadamente 10 um y aproximadamente 80 pm, que es un rango de tamafio muy util que ha de ser
aplicado a través de una jeringuilla equipada con una aguja que tiene un diametro pequefio. Las microcapsulas de la
presente invencion son muy Utiles para lograr la retencién de tejido local después de una inyeccion intramuscular o
subcutanea, de modo tal que puede formarse un depésito proporcionando liberacion controlada de la hormona del
crecimiento incorporada en las particulas.

El agente de carga empleado en las particulas conforme a la invencion es preferentemente un alcohol de azlcar, un
azucar, un alcohol de azucar y/o amino azucar. Si el agente de carga es un azlcar, es preferentemente un mono-,
di-, o trisacéarido. Ejemplos de monosacaridos que podemos mencionar son glucosa, manosa, galactosa, fructosa y
sorbosa; ejemplos de disacaridos que podemos mencionar son sucrosa, lactosa, maltosa y trehalosa y un ejemplo
de un trisacarido que podemos mencionar es rafinosa. Se da preferencia a la sucrosa, lactosa, maltosa y trehalosa,
particularmente preferente es la sucrosa. Los alcoholes de azucar deben ser monosacaridos cuyo grupo carbonil
reactivo se ha reducido al grupo alcohol, tal como, por ejemplo, hexitoles o pentitoles. Los alcoholes de azucar que
pueden utilizarse como agentes de carga comprenden preferentemente hexitoles, tales como, por ejemplo, manitol,
sorbitol, dulcitol, xilitol o ribitol. Se da preferencia particular a la presencia de manitol y/o sorbitol, se prefiere muy
particularmente manitol.

Los aminoazucares, que pueden utilizarse como agentes de carga, son monosacdaridos que contienen un grupo
amino primario, secundario o terciario o un grupo amino acilatado (-NH-CO-R) en lugar de un grupo hidroxil. Para los
fines de la invencion, se da preferencia particular en la presente invencién a glucosamina, N-metilglucosamina,
galactosamina y acido neuraminico.

Las microparticulas que constituyen los nlcleos de las microcapsulas pueden contener un agente de carga 0 una
mezcla de diferentes agentes de carga. Si se utiliza una mezcla, tal mezcla puede contener agentes de carga del
mismo grupo que, por ejemplo, de azucares, alcoholes de azlicar o amino azlcares o puede contener agentes de
carga de grupos diferentes como, por ejemplo, azlcares junto con alcoholes de azUcar.

Los agentes de carga estan presentes en las microparticulas que constituyen los ndcleos de las microparticulas
segun la invencion en una proporcion de entre 20 y 99% del peso total, preferentemente de 30 a 90% del peso total,
y en particular preferentemente de 35 a 75% del peso total.

Los agentes tensioactivos que pueden ser empleados son todos agentes tensioactivos utilizados habitualmente en
preparaciones farmacéuticas. Los agentes tensioactivos son agentes tensioactivos no ionicos, en particular
preferentemente ésteres de acidos grasos de sorbitan polioxietileno (polisorbatos) y copolimeros de bloque
polioxietileno-polioxipropileno. Las microparticulas que constituyen los ndcleos de las microcapsulas pueden
contener uno 0 mas agentes tensioactivos. El agente tensioactivo o mezcla de agentes tensioactivos esta presente
en tales microparticulas en una parte de 0,01 a 2% del peso total, preferentemente de 0,05 a 0,5% del peso total,
mas preferentemente de aproximadamente 0,1% del peso total.
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Los ésteres de acidos grasos de sorbitan polioxietileno también se conocen como Polisorbato y con el nombre
comercial Tween®. Los ésteres de acidos grasos de sorbitan polioxietilieno son, en particular, monolaurato de
sorbitan polioxietileno (20), monopalmitato de sorbitan polioxietileno (20) y monoestearato de sorbitan polioxietileno
(20). Se da preferencia al monopalmitato de sorbitan polioxietileno (20) y monoestearato de sorbitan polioxietileno
(20), en particular se da preferencia al monooleato de sorbitan polioxietineo (20). Los copolimeros de bloque
polioxietileno-polioxipropileno se conocen con el nombre Poloxamer. Un copolimero de bloque polioxietileno-
polioxipropileno particularmente preferente es Poloxamer 188, comercializado con el nombre comercial de Lutrol®
F68.

Los lipidos empleados en la cubierta de la preparacion segun la invencién pueden ser puros o mezclas de alcoholes
grasos, los ésteres de acidos grasos y/o ésteres de poliol en donde el poliol puede ser glicerol o un polietilenglicol.
En un modo particular de la invencidn, se seleccionan lipidos entre el grupo de fosfolipidos, mono-, di- y triglicéridos
de Cg - Cx acidos grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes grasos, glicoglicerolipidos, (cuyos compuestos
contienen uno o dos azUcares enlazados mediante union glicosidica a glicerol o diacilglicerol), ésteres de sucrosa o
sus mezclas. El lipido empleado preferentemente tiene un punto de fusiéon superior a la temperatura del cuerpo
humano o animal sobre el cual se aplicara para evitar la entrega rapida de la proteina debido a la fusién del lipido.
Preferentemente, el lipido empleado tiene un punto de fusién de al menos aproximadamente 40°C, preferentemente
en el rango de 45°C a 80°C y mas preferentemente en el rango de 48°C a 75°C.

En un modo preferente de la invencién, los fosfolipidos utilizados para formar la cubierta se seleccionan entre el
grupo compuesto de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol, dipalmitoilfosfatidilcolina,
dioleilfosfatidiletanolamina, dioleilfosfatidilcolina, dimiristol-fosfatidilglicerol, y sus mezclas.

Los ésteres de glicerol y acidos grasos pueden ser monoésteres, diésteres y/o triésteres de glicerol y acidos grasos
de cadena media y/o larga (Cgs a C22) y/o mezclas de éstos. En un modo preferente de la invencion, los mono-, di-,
triglicéridos se seleccionan entre el grupo de mono-, di-, y triglicéridos de acidos grasos de Cg - Cy,, particularmente
entre el grupo de mono-, di-, y triglicéridos de acidos grasos de acidos caprico, caprilico, laurico, miristico, palmitico,
estearico y sus mezclas. Los triglicéridos puros, tales como los comercializados con el nombre comercial Dynasan®,
por ejemplo Dynasan® 114 (trimiristina), Dynasan® 118 (tristearina) también pueden utilizarse para formar la
cubierta de las microcapsulas. Los aceites vegetales también pueden ser particularmente adecuados para ser parte
de la cubierta de lipidos, preferentemente aceites vegetales hidrogenados de cadena larga de tipo I, tal como aceite
de palma, aceite de soja o aceite de semilla de algodén. Un aceite vegetal particularmente preferente es aceite de
palma hidrogenado, tal como el comercializado con el nombre comercial de Dynasan® P 60.

Los ésteres de acidos grasos son acidos grasos monoésteres y un alcohol mono- o divalente. Los ésteres de acidos
grasos que pueden utilizarse en la presente invencion se seleccionan preferentemente de ésteres de acidos Ci2- Ca
con C; - Cyp alcoholes alifaticos lineales o ramificados y sus mezclas, tales como etil palmitato, etil miristato, isopropil
miristato, etil estearato, octil estearato y sus mezclas.

Los alcoholes grasos que pueden utilizarse en la presente invencion son alcoholes de cadena larga (Ci2 - C22) y sus
mezclas, tales como cetil alcohol, miristil alcohol, cetearil alcohol, estearil alcohol, behenil alcohol y sus mezclas. Los
ejemplos de glicoglicerolipidos que pueden ser utilizados en la presente invencién son monogalactosil diacilglicerol
(MGDG) y digalactosil diacilglicerol (DGDG), sus mezclas y sus derivados acilatados y sulfonados.

Un ejemplo utilizable en la presente invencién es un éster de glicerol con acido behénico (Cz2) (INCI: tribehenin,
USP: gliceril behenato), que también se comercializa con el nombre comercial Compritol® 888. Consiste en mono-
(12 - 18%), di- (52%) y tri-glicéridos (28 - 32%) y acido behénico (>85%), ademas contiene acidos grasos Cie - Cao.
El gliceril behenato tiene un punto de fusién entre 69°y 74°C.

Otro ejemplo de un éster de glicerol y acidos grasos utilizables en la presente invencion es un lipido comercializado
con el nombre de Precirole ATO 5 (Precirol), que es una mezcla de ésteres de glicerol con acido palmitico y acido
estearico (gliceril palmitoestearato) y consiste en mono- (8 - 17%), di-(54%) y triglicéridos (29 - 38%) con &acido
palmatico y acido estearico. Precirole ATO 5 tiene un punto de fusiéon entre 50 y 60C y un valor HLB de
aproximadamente 2.

Los ésteres de polietilenglicol y acidos grasos también conocidos como glicéridos poliglicolisados pueden prepararse
mediante reaccidn de alcoholisis de aceites naturales con polietilenglicoles (PEG). Son mezclas de monoésteres,
diésteres y/o triésteres de glicéridos de acidos grasos de cadena larga (Ci2 a Cig) y PEG (mono-y/o di-) ésteres de
acidos grasos de cadena larga (Ci2 a Cig) y pueden incluir PEG libre.

Los glicéridos poliglicolisados estan, por ejemplo, comercialmente disponibles a través de Gattefosse con el nombre
comercial de Gelucire®. Habitualmente el lipido comercializado con el nombre comercial Gelucire® se especifica
mediante dos numeros de dos digitos que indican su punto de fusién y valor HLB. El punto de fusion se expresa en
grados Celsius y el valor HLB (balance hidrdéfilo-lipéfilo) es una escala numérica que se extiende de 0 a



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367093 T3

aproximadamente 20. Los valores HLB mas bajos denotan mas sustancias lipofilicas e hidrofébicas y valores mas
altos denotan mas sustancias hidrofilicas e lipofobicas. Se determina la afinidad de un compuesto para agua y para
sustancias aceitosas y su valor HLB se asigna de manera experimental. Los ejemplos de glicéridos poliglicolisados,
gue estan presentes en la cubierta de las microparticulas, son Gelucire® 50/13, Gelucire® 53/10 y preferentemente
Gelucire® 50/02.

La cubierta de la formulacién de particulas puede contener un lipido o una mezcla de diferentes lipidos. Si se utiliza
una mezcla, tal mezcla puede contener lipidos del mismo grupo como, por ejemplo, de ésteres de glicerol y acidos
grasos o glicéridos poliglicolisados o puede contener lipidos de diferentes grupos tales como, por ejemplo, ésteres
de glicerol y acidos grasos juntos con glicéridos poliglicolisados.

Segun una realizacién preferente de la invencion, el lipido que esta presente en la cubierta de microcapsulas es un
glicérido poliglicolisado y/o un éster de glicerol y acidos grasos.

Ademas del lipido, la cubierta puede contener aditivos tales como plastificantes, que pueden mejorar la capacidad
de formar una pelicula del lipido. Los plastificantes son sustancias, que se disuelven dentro del lipido y de este modo
incrementan la plasticidad y fluidez del lipido y habitualmente son liquidos a temperatura ambiente. La adicion de
plastificantes limita la formacion de dominios cristalinos en el recubrimiento y reduce la porosidad del material de
recubrimiento (lipido). En consecuencia, una realizacion preferente de la presente invencion hace referencia a
microcapsulas, en donde la cubierta externa también contiene un plastificante.

El lipido o0 mezcla de lipidos junto con aditivos, que puede estar presente dentro de la cubierta de las microcapsulas
tales como plastificantes y agentes dispersantes, se indican en la presente aplicacion como "fase lipida".

Los plastificantes que pueden estar presentes en la fase lipida son, por ejemplo, lipidos que tienen un punto de
fusion significativamente inferior en comparacion con el lipido utilizado como material de recubrimiento como, por
ejemplo, triglicéridos de cadena media (MCT) o copolimeros de polioxietilen-polipropilenglicol de bloque amfifilico
(Poloxamers), tal como Lutrol® F127. Su concentracion con respecto al peso total de la fase lipida esta dentro del
rango de 0 a 10%, preferentemente en el rango de 1 a 6%. La cubierta también puede contener uno 0 mas agentes
de dispersion que facilitan la dispersion de las microparticulas de nucleo hGH en el lipido fusionado. En
consecuencia, otra realizacion preferente hace referencia a microparticulas, en donde la fase lipida que constituye la
cubierta externa que contiene un agente de dispersién para el ndcleo interno. Conforme a una realizacién preferente
en particular, el agente de dispersion hace referencia a un fosfolipido o derivado de éste, por ejemplo lecitinas de
soja, preferentemente lecitina de soja. Su concentracion con respecto al peso total de toda la fase lipida que forma la
cubierta esta dentro del rango de 0 a 2 %, preferentemente en el rango de 0,1 a 1 %.

Las microcapsulas de la presente invencion pueden fabricarse mediante un procedimiento de dos pasos. En el
primer paso, se proporcionan las particulas que constituyen los ndcleos internos de las microcapsulas, a las cuales,
en el segundo paso se les proporciona una cubierta externa.

Preferentemente, el primer paso en la fabricacion de microcapsulas se realiza utilizando una técnica de secado por
pulverizacién y el segundo paso se realiza mediante un proceso utilizando un fluido presurizado a una presion cerca
de su presion critica (P.). La expresion "fluido presurizado a una presion cerca de su presion critica P." designa un
fluido presurizado a una presién comprendida entre 0,4 P,y 3 P.. En consecuencia, otro objeto de la presente
invencion hace referencia al proceso de preparacion de las microcapsulas de la presente invencion, en donde el
ndcleo interno se prepara utilizando una técnica de secado por pulverizaciéon y la cubierta externa se prepara
utilizando un proceso basado en fluido presurizado. Segun una realizacion preferente, el proceso se opera a una
presion supercritica (SC). La expresion "fluido a presion SC" designa un fluido presurizado a una presion mas alta
que su presion critica (P.), cualquiera que sea su temperatura. Significa que la temperatura puede elegirse mas baja
0 mas alta que la temperatura critica (T.). En un modo preferente de la invencién, se utiliza un proceso de
microencapsulacion que utiliza un Fluido Supercritico (SCF), que significa que tanto la presion como la temperatura
del fluido seran mas altas que P,y T., respectivamente, al menos en una parte del proceso.

Como ya se menciono el primer paso, es decir, la fabricacion de las particulas que constituyen los ndcleos internos
pueden realizarse utilizando la técnica de secado por pulverizacién. El secado por pulverizacion es, en principio, un
proceso de extraccion de disolvente. Los constituyentes del producto que se ha de obtener se disuelven/dispersan
en un liquido y después se alimentan, por ejemplo utilizando una bomba peristaltica, a un atomizador de un secador
por pulverizacion. Un atomizador adecuado, que puede utilizarse para la atomizacion del liquido, incluye boquillas o
discos rotativos. Con boquillas, la atomizacion ocurre debido a la accion del gas comprimido, mientras que en caso
de utilizar discos rotativos, la atomizacién ocurre debido a la rotacion rapida del disco. En ambos casos, la
atomizacién conduce a la deshomogeneizacion del liquido en pequefias gotas en la camara de secado, en donde el
disolvente se extrae de las gotas de aerosol y se descarga, por ejemplo a través de un tubo de escape a un colector
de disolvente.
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Las técnicas de secado por pulverizacion que pueden utilizarse para la preparacién de las particulas son conocidas
y se describen, por ejemplo, en K. Masters en "Spray-drying Handbook" (Manual de secado por pulverizacién), John
Wiley & Sons, New York, 1984. En una realizacién preferente, la atomizacion del liquido se realiza utilizando una
boquilla. Los ejemplos de secadores por pulverizacion adecuados incluyen secadores por pulverizacion a escala de
laboratorio de Buchi, tal como el Mini Spray Dryer 290 (Minisecador por pulverizacién), o un MOBILE MINOR™, o un
Pharma Spray Dryer PharmaSDe de Niro.

Las condiciones de secado por pulverizacién tienen un gran impacto en las propiedades, humedad, tamafio de
particulas, morfologia y el grado de agregacion y degradacion de proteina de los productos. La temperatura es el
parametro del proceso mas importante, dado que la exposicion de proteinas a alta temperatura podria causar
degradacion. Para el secado por pulverizacion, deben controlarse dos temperaturas: temperatura de entrada y
temperatura de salida. La primera es un parametro de proceso independiente y puede fijarse por el operador, la
segunda depende de la tasa de alimentacion de liquido, la tasa de flujo volumétrico de aire atomizador, la tasa de
flujo volumétrico de secado y la temperatura de entrada seleccionada.

Segun una realizacién apropiada de la invencion la temperatura de entrada esta en el rango de 90C a 150<C,
preferentemente de 95T a 130C, y mas preferenteme nte de 100T a 120<C.

Segun la invencion, las soluciones que contienen proteinas, agentes de carga y tensioactivos utilizadas para la
fabricacién de los nulcleos de la preparacion de formulaciéon de particulas comprenden un tensioactivo en una
cantidad de 0,001 a 2% en peso, preferentemente de 0,05 a 1 % en peso, y mas preferentemente de 0,1 % a 0,2 %
en peso. Las soluciones/dispersiones utilizadas para el secado por pulverizacién contienen todos los ingredientes
presentes en el ndcleo interno de las cépsulas, es decir, una hormona del crecimiento, un agente de carga y un
agente tensioactivo. La solucién/dispersion puede contener otros auxiliares, por ejemplo para mejorar la estabilidad
de la hormona del crecimiento dentro de tal solucion/dispersion o para la mejora de su procesabilidad. Por ejemplo,
la solucién/dispersion puede contener un tampdén como, por ejemplo, un tampén de fosfato, un tampén de citrato, un
tampon de acetato y/o tampén de succinato. Tales tampones pueden presentarse en una concentracion de 1mM a
100mM, preferentemente de 5mM a 50mM, mas preferentemente de 10mM a 20mM.

Preferentemente, la solucién/dispersion tiene un pH en el rango de pH 5,0 a pH 8,5, preferentemente de pH 5,5 a pH
7,5, mas preferentemente de pH 5,85 a pH 7,4. Los valores de pH especificos preferentes son pH 5,85y pH 7,4.

Segun una realizaciébn apropiada, la hormona del crecimiento estad presente en una concentracién de
aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml.

Segun otra realizacion, la solucion/dispersién para el secado por pulverizaciéon comprende el agente de carga en una
concentracion de 1 mg/ml a 20 mg/ml, preferentemente de 2 mg/ml a 10 mg/ml, mas preferentemente 5 mg/ml.

La cubierta que contiene al menos un lipido puede aplicarse a los nucleos cargados con proteina utilizando un
proceso donde las microparticulas del ndcleo se ponen en contacto con un fluido presurizado a una presion P cerca
de P, a una temperatura cerca de T., de modo que puede dilatar el material de la cubierta. La expresién
"temperatura cercana a T." hace referencia a un fluido a una temperatura T en la escala Kelvin (K) comprendida
entre 0,8 T, (expresada en K) y 1,5 T, (expresada en K). Por ejemplo, esto puede ser un proceso de encapsulado
como se describe en la patente US 5057342 (H.F. Bok et al., 1989), US 5066522 (T.A. Cole et al., 1989), y mas
recientemente en la US 2003/0157183 Al. Tal proceso consiste en disolver un fluido presurizado, en el lipido
fundido que contiene las microparticulas de nucleo dispersadas, lo cual da como resultado una llamada suspension
saturada de gas que se expande a través de una boquilla para formar microparticulas de lipidos soélidas que
contienen los nucleos cargados de proteinas. El fluido presurizado se selecciona preferentemente en el grupo que
comprende 6xido nitroso, propano, etano y diéxido de carbono (CO; utilizado solo o0 en presencia de co-disolventes).
CO; es el fluido presurizado preferente utilizado en la invencion. Pueden utilizarse disolventes para favorecer la
disolucién del fluido presurizado en la fase lipida y reducir la viscosidad de la dispersion. Los co-disolventes
utilizados en la invencion pueden ser cetonas, alcoholes, ésteres e hidrocarburos livianos que tienen entre 3 y 8
atomos de carbono, y preferentemente acetona, etanol, n-propanol, isopropanol o etil acetato. Se utilizaron en una
concentracion baja, inferior al 10% y preferentemente cerca del 1%. El co-disolvente se eliminé de las microcapsulas
finales durante la fase de despresurizacion/expansion final del proceso. A diferencia del proceso descrito en la
patente EP 0784506 B, la fase lipida utilizada en la presente invencién no necesita solubilizarse en un fluido
supercritico para implementar el proceso. Esta es una ventaja clave de la presente invencion comparada con la EP
0784506 B, que considerablemente amplia el rango de lipidos sélidos utilizables para formar la cubierta, conduce a
un rendimiento de produccion mucho mas alto y garantiza una cubierta de lipidos sélidos bien definida de la misma
composicion que la del material original introducido en la formulacion. En una realizacién preferente de la presente
invencion, el valor de la presion de fluido P esta en el rango de entre aproximadamente 0,75 P,y aproximadamente
1,5 P, durante la fase de dispersion de las microparticulas de nucleo de hGH en la fusién de lipidos. Por lo tanto, un
objeto preferente de la invencién es un proceso para preparar microcapsulas, en donde el ndcleo interno se prepara
utilizando la técnica de secado por pulverizacion y la cubierta externa se prepara utilizando un fluido presurizado a
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una presion comprendida entre 0,5P. y 2 P, estando la presion critica del fluido mas preferentemente dentro del
rango de entre aproximadamente 0,75 P,y aproximadamente 1,5 P, P..

En el proceso de encapsulado de la presente invencion, las microparticulas de nucleo cargado de hormona del
crecimiento y el agente lipido entran en contacto con el fluido presurizado, tal como diéxido de carbono (CO>) lo cual
conduce a una suspension de particulas de proteina en un agente o agentes lipidos fundidos saturados de gas. Si
se utiliza CO, como el fluido presurizado, la presion utilizada durante esta fase se selecciona preferentemente del
rango entre 5 MPa a 15 MPa, preferentemente de 5,8 MPa a 11.0 MPa. La disolucién del fluido presurizado en el
excipiente generalmente induce la dilatacion/fusion del excipiente a una temperatura mucho mas baja (~10 a 50C)
que su temperatura de transicion vitrea/fusion, que produce una fusion saturada con una viscosidad reducida. La
temperatura de la fusién saturada se encuentra preferentemente en el rango de 30°C a 70°C, mas preferentemente
de 35°C a 65°C.

Después de la dispersion homogénea de las microparticulas con nicleo cargado de proteina en el lipido fundido
dilatado por el fluido presurizado, la despresurizacion de la suspension saturada a través de una boquilla lleva a una
expansion de gran volumen del fluido disuelta en las gotas, dividiéndolas en gotas pequefias que se solidifican con
rapidez debido a la gran disminucién de temperatura asociada con la expansiéon del fluido (es decir, el llamado efecto
Joule-Thomson). La disolucién de fluido en el lipido, las condiciones de dispersién y despresurizacién se ajustan
para poder generar microcapsulas con una morfologia cuasi esférica, una porosidad baja y alta cohesion, lo que
lleva a una liberacién baja. La presiébn a la que la dispersion homogénea se despresuriza se encuentra
preferentemente en el rango de entre la presion ambiente y 5,5 MPa, mas preferentemente de 1,5 MPa a 3,5 MPa, y
mas preferentemente a aproximadamente 3MPa.

Segun una realizacion preferente, las microcépsulas de la presente invencion se preparan mediante un proceso que
comprende los pasos de

(a) preparar una solucién/dispersion acuosa que comprende al menos una hormona del crecimiento, un agente
de carga y un tensioactivo;

(b) secar por pulverizacioén la solucién/dispersion acuosa preparada en el paso (a) para producir microparticulas
que contienen proteina;

(c) recoger las microparticulas obtenidas en el paso (b);

(d) preparar una dispersion homogénea que comprende las microparticulas obtenidas en el paso (c) y el lipido
en un fluido presurizado, bajo condiciones de presion y temperatura donde el fluido presurizado se disuelve en
la fase lipida;

(e) despresurizar la dispersién preparada en el paso (d) a través de una boquilla y recolectar las microcapsulas
obtenidas en el paso (e).

En una realizacion mas preferente de la invencion, el fluido presurizado utilizado para implementar el proceso es
COgy; la presion para la disolucién y dispersién de fluido de las microparticulas de hGH es de 6.MPa o 100 MPa, la
temperatura estda en el rango de entre aproximadamente 60 C y aproximadamente 70 C, y la presion post -
expansion (es decir, la presion en la valvula de despresurizacién) esta en el rango de entre aproximadamente 3,0
MPa, y aproximadamente 5,0 MPa.

Las microcapsulas de la presente invencidon pueden administrarse a una persona que las necesite después de la
suspension en un medio inyectable adecuado farmacéuticamente aceptable, por ejemplo a través de una aguja que
tiene un didametro pequefio y utiliza una jeringuilla convencional (calibre 25 - 30). Preferentemente, el medio de
suspension es un medio acuoso, que también puede contener un agente tensioactivo y/o de carga. El término
"acuoso" como se utiliza en la presente patente hace referencia a agua o mezclas de agua con otros disolventes, en
especial disolventes organicos. Las soluciones/suspensiones acuosas estan presentes si uno 0 mas componentes
se disuelven o suspenden en agua o mezclas de agua con otros disolventes. Si la solucién/suspension acuosa
contiene uno o mas ingredientes farmacolédgicos activos y tal solucién/suspensién es adecuada para el tratamiento
terapéutico o profilactico de un ser humano o animal, dicha solucién/suspensién es una preparacion farmacéutica. Si
un disolvente organico esta presente en la solucién/suspensién acuosa o preparacion farmacéutica, preferentemente
si estan presentes disolventes organicos adecuados para la administracion parenteral tales como dimetil sulfoxido
(DMSO), pero preferentemente alcoholes tales como por ejemplo etanol, 1,2-propanediol, glicerol, polietilenglicoles y
glicofurol.

Para incrementar la tolerabilidad de la administracién parenteral, la osmolalidad de la suspensién se encuentra
preferentemente en el rango isotonico, es decir, a una osmolalidad de aproximadamente de 250 a 350 mOsmol/kg.
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La preparacion puede administrarse directamente de modo intravenoso, intraarterial y también subcutaneo
sustancialmente sin dolor.

Para lograr osmolalidad el medio acuoso puede contener un modificador de isotonicidad, preferentemente una sal
tolerada fisiologicamente, tal como, por ejemplo, cloruro de sodio o cloruro de potasio, o un poliol tolerado
fisiolégicamente, tal como, por ejemplo, glucosa o glicerol, en una concentracion necesaria para la modificacion de
isotonicidad. En una realizaciéon preferente de la presente invencion el medio de dispersion acuosa para las
microcapsulas es solucién salina fisiolégica.

El medio de dispersion también puede contener otros auxiliares tales como agentes tensioactivos adecuados
(Poloxamer 188 y 407, Solutol® HS 15, Tween® 20) y/o alcoholes de azlcar adecuados tales como, por ejemplo,
manitol y/o sorbitol. De manera alternativa, el medio de suspension para la administracién de las microcapsulas
puede ser un liquido no acuoso inyectable de baja viscosidad, tal como mezclas de triglicéridos de cadena media
(ésteres de acidos grasos de glicerol). Los triglicéridos de cadena media preferentes son Mygliol® 812 (de la
compafiia Dynamit Nobel), Labraface WL1349 (triglicérido de acido caprilico de la compafiia Gattefossé, Francia), o
Lipoid MCT (de la compafiia Lipoid, Alemania).

Para hacer que las microcapsulas sean adecuadas para la administracion parenteral disponibles para la aplicacion
se presentan de manera ventajosa en la forma, en donde estan herméticamente cerradas en una condicion de
esterilizaciéon dentro de un envase adecuado para el almacenamiento antes de su utilizacion. Por lo tanto, un objeto
ventajoso de la presente invencién es una forma de presentacion de las microcapsulas herméticamente cerradas en
una condicién de esterilizacién dentro de un envase adecuado para su almacenamiento antes de su utilizaciéon. Los
elementos utilizados para proporcionar una suspension de las microcapsulas adecuada para la administracion
parenteral pueden colocarse de manera ventajosa en un kit. En consecuencia, otro objeto de la invencién es un kit
gue comprende un envase que contiene las microcapsulas que comprenden (1) un nicleo interno que contiene una
hormona del crecimiento, un agente de carga, un agente tensioactivo y (2) una cubierta externa que comprende al
menos un lipido y un envase con un medio de dispersion.

Tras haber descrito la invencion en forma completa, los expertos en el arte comprenderan que ésta puede realizarse
dentro de un amplio rango de parametros equivalentes, concentraciones y condiciones sin alejarse del espiritu y
alcance de la invencién y sin experimentacion indebida.

Aunque esta invencion se ha descrito con referencia a realizaciones especificas de la misma, se comprendera que
otras modificaciones son posibles. Esta solicitud pretende cubrir cualquier variacion, usos o adaptaciones de la
invencion siguiendo, en general, los principios de la invencion e incluyendo tales desviaciones de la presente
revelacion en la medida que ocurran dentro de la practica conocida o habitual dentro del arte al que pertenece la
invencién y que puedan aplicarse a las caracteristicas esenciales establecidas con anterioridad en el presente
documento en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Todas las referencias citadas en la presente invencion, incluyendo articulos o resimenes de revistas, solicitudes de
patentes estadounidenses o extranjeras publicadas o no publicadas, patentes estadounidenses o extranjeras
otorgadas o cualquier otra referencia, se incorporan en su totalidad a modo de referencia al presente documento,
incluyendo todos los datos, tablas, figuras y textos presentados en las referencias citadas. Ademas, todos los
contenidos de las referencias citadas dentro de las referencias citadas en el presente documento también se
incorporan en su totalidad a modo de referencia al presente documento.

La referencia a pasos de métodos conocidos, pasos de métodos convencionales, métodos conocidos o
convencionales no es una admisién de que ningun aspecto, descripcion o realizacién de la presente invencion se
revela, ensefia o sugiere en el arte relevante.

La siguiente descripcion de las realizaciones especificas revelard de forma completa la naturaleza general de la
invencion que otros pueden, aplicando los conocimientos dentro del arte (incluyendo los contenidos de las
referencias citadas en este documento), modificar y/o adaptar para varias aplicaciones tales realizaciones
especificas, sin experimentacién indebida, sin alejarse del concepto general de la presente invencion. Por lo tanto,
tales adaptaciones y modificaciones pretenden estar incluidas dentro del significado de un rango de equivalentes de
las realizaciones divulgadas, en base a los contenidos y guia presentados en la presente invencion. Debe
entenderse que la fraseologia y terminologia en el presente documento se proporciona con fines descriptivos y no
limitativos, de modo tal que la fraseologia y terminologia de la presente especificacion debe interpretarse por los
expertos en el arte a la luz de los contenidos y guia presentadas en la presente invencion, en combinacion con los
conocimientos de un experto en el arte.

A menos que se especifique lo contrario todos los datos en porcentajes (%) revelados en esta solicitud de patente
deben entenderse como porcentaje en peso (% (w/w)).
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Los ejemplos préacticos explican la invencion sin que ésta se vea restringida a ellos.
Secado por pulverizacién

Se utilizé un Minisecador por pulverizacion de Biichi. El gas caliente fue aire deshumidificado o nitrégeno. La
temperatura del gas oscil6 entre aproximadamente 80 C y aproximadamente 150°

Analisis de distribucion de tamafio de particulas

La distribucion de tamafio de particulas de polvos preparados utilizando el método de secado por pulverizacion fue
caracterizada por el Sistema de Difraccién Laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments) y por el analizador de
imagen de particulas (Morphologi G2, Malvern Instruments). Se utilizé6 Mastersizer 2000 para medir la distribucién de
tamafo de particulas del polvo secado por pulverizacion en una suspension liquida utilizando isopropanol como
disolvente. Cada suspension fue sometida a ultrasonidos durante aproximadamente 2 minutos antes de ser cargada
en la célula muestra.

Aparte de este procedimiento general se midio el tamafio de particulas de referencias en lote DM5, GP5 b, D5 y
DM10 después de la resuspensiéon en una solucidon acuosa que contenia Tween 20, cada suspension se habia
mezclado con un mezclador vorticial (10s) y sometido a ultrasonidos durante aproximadamente 5 minutos.

De manera alternativa, el polvo se examind mediante microscopia 6ptica utilizando Morphologi G2 (Malvern) para
determinar la morfologia de particulas y distribucion de tamafio de particulas utilizando el diametro equivalente
circular. Los resultados del tamafio de particulas se expresan en micrometros como distribucién media numérica y
parametros (D(n 0,9), D(n, 0,5) y D(n, 0,1), lo que significa que 90, 50 y 10% del numero de muestras de particulas
esta por debajo del valor correspondiente D (v, 0,9), D(v, 0,5) y D(v, 0,1), lo que significa que 90, 50 y 10% del
volumen de muestras de particulas esta por debajo del valor correspondiente D).

Caracterizacion fisico-quimica de proteinas - Cromatografia de exclusion por tamafios y fase inversa

Se analizaron muestras de microparticulas con nicleo de GH obtenidas mediante secado por pulverizacion
utilizando cromatografia de exclusiéon por tamafios (SEC, por sus siglas en inglés) (para determinar el contenido de
proteinas y el porcentaje de agregacion) y utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de Fase Inversa (RP-
HPLC, por sus siglas en inglés) (para determinar el % de formas oxidadas y deamidadas). Para la RP-HPLC, los
principales productos de degradacion quimica de GH (formas oxidadas y deamidadas) fueron separados de la forma
original utilizando una columna C4 que se mantuvo a 45°C. Los picos de proteinas se monitorearon a 220 nm. La
proteina se eluyé de la columna mediante elucion isocratica con un disolvente compuesto de 71 % de tampon Tris
50 mMy 29% de isopropanol. El analisis de SEC se realizé con una columna TSK gel G2000 SWXL que se mantuvo
a temperatura ambiente. Los picos de proteinas se monitorearon a 214nm. La proteina se eluy6 de la columna
mediante elucién isocratica con un disolvente compuesto de 97% v/v de tampdn de fosfato 63 mM y 3% de
isopropanol.

Ejemplo 1: Evaluacion y seleccion de condiciones operativas apropiadas para la atomizacion
Temperatura de entrada (°C)

Se sabe que las tensiones térmicas y mecanicas a las que se expone la proteina durante el secado por pulverizacion
producen la degradacién de proteinas. Las condiciones operativas aplicadas durante el secado por pulverizacion se
optimizaron para retener la estabilidad de proteinas durante el proceso de secado por pulverizacion. La temperatura
de entrada y concentracion de proteinas en el material de alimentaciéon se variaron para evaluar el efecto en la
recuperacion de GH y el nivel de productos de degradacién en las microparticulas producidas. Se obtuvieron
distintos polvos comenzando con dos concentraciones (20 mg/mL y 10 mg/mL) y fijando diferentes temperaturas de
entrada (80T, 90C, 120C y 150C). Para el andlisi s, los polvos se disolvieron en solucién salina tamponada (PBS)
pH 7,4 (a una concentracion tedrica de 1mg/mL) y se analizaron mediante SE-HPLC para evaluar la cantidad de
hGH y la presencia de sustancias de alto peso molecular (HMWS, por sus siglas en inglés) en el polvo. En la Tabla 1
se resumen los resultados para la recuperacion e integridad de hGH mediante SEC-HPLC.
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Tabla 1: Resultados de SEC-HPLC obtenidos de los polvos secados por pulverizacion

Carga de To de T° de salida | Recuperacion de HMWS % de
entrada (Fija) (medida) hGH mediante mediante SE - humedad
hGH SE-HPLC % HPLC %
20mg/mL 80°C 35°C nt nt nt
20mg/mL 90°C 45°C 32 0,68 2,2
20mg/mL 120°C 65°C 36 0,59 15
20mg/mL 150 °C 100°C 30 1,14 0,5
10mg/mL 90°C 45°C 29 0,80 2,2
10mg/mL 120°C 65°C 36 0,80 1,1
10mg/mL 150 °C 100°C 27 1,50 0,6

Segun los resultados que se muestran en la Tabla 1, el secado por pulverizacion de la proteina pura puede tener un
impacto profundo en la estabilidad de la proteina si no se utilizan agentes protectores. Se recupera menos del 40%
de hGH después del secado por pulverizacion, independientemente de la concentracion de hGH durante la
alimentacion y de la temperatura de entrada empleada. Esta baja recuperacion puede asociarse a la formacion de
grandes agregados insolubles, que son visibles como particulas blancas residuales después de la reconstitucion.

Un mayor porcentaje de HMWS de hGH se determind para polvos producidos a una temperatura de entrada mas
alta, lo cual confirma el riesgo de degradacion inducida por calor causado por la exposicion de la proteina a altas
temperaturas. La utilizacion de altas temperaturas de entrada también puede favorecer la produccion de
microparticulas con un contenido de humedad mas bajo (Tabla 1). Sin embargo, un contenido de humedad de hasta
7 - 10% obtenido para estas microparticulas de nicleo con una temperatura de entrada mas baja es aceptable, y
consistente con una buena estabilidad de la proteina.

Ejemplo 2: Investigacion de los efectos de agentes de carga y tensioactivos

Para poder investigar la capacidad de los excipientes de prevenir la degradacion de hGH durante el secado por
pulverizacion, se prepararon varias soluciones que contenian azUcar (trehalosa, sucrosa, manitol a 10mg/mL) con o
sin la adicién del agente tensioactivo (Polisorbato 20 y Poloxamer 188 a 0,1%) para secado por pulverizacion. La
concentracion de hGH se fij6 en 2mg/mL. Las soluciones se prepararon disolviendo el tensioactivo y el agente de
carga en tampoén de fosfato a un pH de 7,4 y después disolviendo la carga de hGH mezclando suavemente. Las
soluciones se atomizaron a una temperatura de entrada de 120<C, una tasa de flujo de aire de 538 Uh, u na tasa de
flujo de solucién de 5 mL/min y una velocidad de aspirador de 38 m3/h. Las muestras de polvo se evaluaron en
cuanto a la recuperacion y pureza de hGH (mediante SE-HPLC) y se caracterizaron en cuanto a distribucion de
tamafio de particulas (mediante Mastersizer 2000). Las formulaciones que contienen tensioactivos también se
analizaron para ver el % de incremento en formas oxidadas y deamidadas (mediante RP-HPLC), en comparacion
con el material de hGH de referencia no secado por pulverizacion.

Las composiciones utilizadas para el secado por pulverizacion y los datos analiticos (recuperacion y % HMWS
(mediante SE-HPLC)) de las formulaciones obtenidas se resumen en la Tabla 2. Para el andlisis, los polvos se
disolvieron en PBS con pH 7,4 (a una concentracion teérica de 1mg/mL) y se evaluaron mediante SE-HPLC en
cuanto a la recuperacion e integridad de hGH.
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Tabla 2: Caracterizacion fisico-quimica de microparticulas de hGH obtenidas mediante secado por
pulverizacién como una funcion de concentraciéon de agentes de carga (carbohidratos) y tipo y
concentracion de tensioactivos.

Agente de Conc. de Polisorbato Poloxamer Recuperacion HMWS % Aumento de
carga agente de 20 (w/w %) 188 (wiw %) de proteina % formas oxidadas
carga y deamidadas
(mg/mL) por RP-HPLC (%)
Trehalosa 2 - 0,1 97 2,7 2
Trehalosa 5 - - 47 0,80
Trehalosa 10 - - 43 1,26
Trehalosa 10 0,1 - 97 47 0
Trehalosa 10 - 0,1 97 3 0
Trehalosa 20 - - 43 0,36 -
Sucrosa 2 0,1 - 97 3,3 0
Sucrosa 2 - 0,1 98,3 1,7 0
Sucrosa 10 - - 20 0,03
Sucrosa 10 0,1 - 90 10,7 0
Sucrosa 10 - 0,1 98 2,8 0
Manitol 10 0,1 - 94 9 3,22
Manitol 10 - 0,1 97 5,8
Manitol 10 - - 44 0,64 0

Cuando se formulé la hGH sélo con carbohidratos, se midid una recuperacion baja (de 20% a 44%),
independientemente de la concentracidon de carbohidratos. Esto puede asociarse a la formulacién de grandes
agregados insolubles que son visibles como particulas blancas después de la restitucion, y que no estan presentes
cuando se utiliza un tensioactivo. La adicién de Polisorbato 20 o Poloxamer 188 a 0,1% wt mejora
considerablemente la recuperacion independientemente del tipo de tensioactivo, probablemente mediante la
limitacion de la exposicién interfacial de la proteina, y permite una distribucién total del polvo antes del analisis, la
hGH formulada con carbohidratos y tensioactivos se analiz6 también en cuanto al % de formas oxidadas y
deamidadas mediante RP-HPLC. Los polvos se disolvieron en PBS con pH 7,4 para obtener una concentracién
tedrica de 2mg/mL. En paralelo, se probd una carga de hGH no secada por pulverizacién como referencia.

Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla 2, mostraron que el porcentaje de formas oxidadas y
deamidadas de hGH no incrementaron para las muestras atomizadas en comparacion con una carga no secada por
pulverizacién a modo de referencia.

Ejemplo 3: Distribucion de tamafio de particulas

El tamafio de particulas de los polvos descritos en la Tabla 2 se muestra en la Tabla 4: los diametros se expresan
tanto como distribucion de volumen como una distribucién de nimero.

El diametro medio de las particulas secadas por pulverizacion es menor a 5 pm cuando se expresa como una
distribucién de niumero que indica que el polvo atomizado tiene una textura fina. La distribucién de volumen mostré
un didmetro medio mayor, lo cual indica que estan presentes aglomerados grandes en un porcentaje muy bajo.
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Tabla 4: Distribucién de tamafio de particulas de polvo que contiene hGH secado por pulverizacion

Distribucion de nimero Distribucion de volumen

FORMULACION D(O,1)pM | D(O,5)uM | D(0,9) pM D(O0,1) yM | D(0,5)uM | D(0,9) uM

hGH 2mg/mL + Sucrosa 1,09 1,74 3,46 6,01 28,24 66,69
10 mg/mL + Polisorbato
20 0,1%

hGH 2mg/mL + Sucrosa 0,54 0,86 3,86 3,69 8,18 8,56
10 mg/mL + Poloxamer
188 0,1%

hGH 2mg/mL + 1,54 2,37 4,08 2,95 6,55 49,95
Trehalosa 10 mg/mL +
Polisorbato 20 0,1%

hGH 2mg/mL + 0,54 0,78 4,00 9,10 49,22 160,74
Trehalosa 10 mg/mL +
Poloxamer 188 0,1%

hGH 2mg/mL + Manitol 0,76 1,21 2,90 1,63 5,32 12,01
10 mg/mL + Polisorbato
20 0,1%

hGH 2mg/mL + Manitol 0,61 0,88 1,74 1,65 6,70 15,62
10 mg/mL + Poloxamer
188 0,1%

Recubrimiento de microparticulas utilizando un proceso de fluido presurizado

Se utilizé un equipo SCF como se representa en forma esquematica en la Figura 1. En todos los experimentos, se
utilizé el siguiente procedimiento.

- La mezcla de particula/agente o agentes de recubrimiento (2) se colocé en una célula de mezclado (1) y se
contact6 con CO; presurizado, bombeado de un tanque de CO- (4) bajo condiciones de mezclado durante diez
minutos.

- Después la mezcla se agité durante una hora con un agitador (3). Durante este paso, se fijaron las condiciones
de pulverizacion en el recipiente de recoleccion (7) equipado con un regulador de presion trasero (8).

- Después de una hora, se detuvo la agitacion y se comenzé la pulverizacion a través de la boquilla (6)
activando la valvula.

- Al final de la pulverizacion, el recipiente de recoleccién (7) fue lentamente despresurizado; se recogi6 la
muestra y se tamiz6 (500 um).

Se prepararon ocho formulaciones de microparticulas lipidas cargadas de hGH con una carga de 5% w/w de
microparticulas en las microcapsulas lipidas utilizando este proceso de encapsulacion basado en fluido presurizado
y se caracterizaron analiticamente (caracterizacion fisico-quimica de hGH, perfil de liberacion de hGH in vitro).
Ademas, también se prepar6 una formulacion de carga de 10wt% para el proceso preliminar y evaluacion analitica.
Los parametros de proceso y datos de formulaciones se resumen en la Tabla 5.

Las muestras producidas con una carga de 5 wt% son aceptables en términos de distribucion de tamafio de
particulas, aspecto y rendimiento de produccién. Ademas, la formulaciéon preliminar con una carga de 10 wit%
muestra que producir particulas con una carga tan alta, que es potencialmente necesaria para alcanzar la dosis
diana, parece viable.
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Tabla 5: Microcapsulas lipidas cargadas de hGH; parametros operativos de proceso y composicion de

formulaciones (10bar = 1,0MPa)

Referencia de Carga Agente de Aditivos Temperatura/Presion Presion de
lote recubrimiento de pre-expansion pos-expansion
1P5 5% Precirol ATO 5 0,5% lecitina de 60 bar/60°C 30 bar

soja
2P5 5% Precirol ATO5 | 0,5% lecitina de 60 bar/60°C 30 bar
soja
3P5 5% Precirol ATO 5 0,5% lecitina de 60 bar/60°C 30 bar
soja
Prec.ro)ATO 5 60 bar/60°C 30 bar
5% MCT
(Migliol)
4P5 5% Precirol ATO5 | 0,5% lecitina de 60 bar/60°C 30 bar
soja
2,5% Lutrol
F127
5P5 5% Precirol ATO 5 0,5% lecitina de 60 bar/60°C 30 bar
soja
2,5% Lutrol
F127
1G5 5% Gelucire 50/02 | 0,5% lecitina de 100 bar/60°C 50 bar
soja
2G5 5% Gelucire 50/02 0,5% lecitina de 100 bar/60°C 30 bar
soja
3G5 5% Gelucire 50/02 | 0,5% lecitina de 100 bar/60°C 30 bar
soja
1GP5 5% 50% Gelucire 100 bar/60°C 50 bar
50/02
0,5% lecitina de
50% Precirol soja
ATOS5
1G10 10% Gelucire 50/02 0,5% lecitina de 100 bar/60°C 50 bar
soja
DM5 5% Dynasan P60F 5% MCT 110 bar/70°C 30 bar
10 lecitina de
soja
GP5b 5% Gelucire 50/02/ | 0,5% lecitina de 70 bar/60°C 30 bar
Precirol ATO 5 soja
50/50
D5 5% Dynasan P60F | 0,5% lecitina de 10 bar/70°C 30 bar

soja
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(continuacion)

Referencia de Carga Agente de Aditivos Temperatura/Presién Presién de
lote recubrimiento de pre-expansion pos-expansion
DM10 10% Dynasan P60F 5% MCT 10 bar/70°C 30 bar

0,5% lecitina de
soja

- Los resultados analiticos se resumen en la Tabla 6, las microcdpsulas lipidas cargadas de hGH producidas
utilizando este proceso mostraron una recuperacion de proteina alta (> 98 %) y casi no se observo degradacion de
proteinas inducida por el proceso, dado que el aumento en los productos de degradacion asociados (mediante RP-
HPLC) sigue siendo menor al 6%.

Tabla 6: Microcapsulas lipidas cargadas de hGH; datos analiticos

Composicion Contenido de SEC HPLC RP HPIC * Contenido de
hGH tedrico Proteinas humedad (%)
(%) relacionadas
Contenido Pureza w/w HMWS w/w
hGH total w/w (%) (%)
(%)

Microparticulas 38 37,5 99,48 0,52 6,3 7-10
de hGH*

Microparticulas 38 32,34 99,44 0,56 6,5 s/d
de hGH**

Microparticulas 38 35,21 99,44 0,56 6,66 7,42
de hGH***

1P5 1,75 1,55 99,05 0,95 8,04 0,78

2P5 1,7 1,59 98,89 1,11 8,76 0,79

3P5 1,75 1,22 98,52 1,48 10,69 1,0

4P5 1,75 15 99,05 0,95 10,70 1,14

5P5 1,75 1,48 99,15 0,85 11,3 0,97

1G5 1,88 1,63 99,17 0,83 7,35 1,0

2G5 1,75 1,52 98,45 1,55 7,00 0,7

3G5 1,7 1,79 98,83 1,17 8,25 0,93

1 GP5 1,7 1,72 99,04 0,96 8,12 0,62

1G10 3,4 3,26 99,35 0,65 7,43 1,3

DM5 1,7 1,40 99,52 0,48 5,89 1,19

GP5b 1,7 1,54 99,14 0,86 8,30 1,37
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(continuacion)

Composicion Contenido de SEC HPLC RP HPIC * Contenido de
hGH tedrico Proteinas humedad (%)
(%) relacionadas
Contenido Pureza w/w HMWS wiw
hGH total w/w (%) (%)
(%)
D5 1,7 1,46 99,56 0,54 6,93 1,18
DM10 3,4 2,85 99,14 0,86 5,69 0,6

* referencia para lotes 1 G5, 1GP5, 1G10.
** referencia para lotes 1P5, 2P5, 3P5, 4P5.

*** referencia para lotes 2G5, 3G5, 5P5.

Composicion PSD (um) Rendimiento (%)
d(0,1) | d(0,5) | d(0,9)
1P5 7,6 38,4 100,0 78
2P5 3,9 34,4 86,8 79
3P5 6,8 39,6 1111 81
4P5 3,1 19,8 71,6 76
5P5 6,6 31,9 98,7 75
1G5 3,0 77,3 242,0 69
2G5 2,9 31,9 101,8 79
3G5 2,5 14,1 117,4 81
1 GP5 2,8 27,8 161,6 82
1G10 1 4,5 14,6 63
DM5 6,3 62,2 157,8 N.D.
GP5b 3,6 34,7 100,1 N.D.
D5 5,0 49,7 129,7 N.D.
DM10 5,6 65,7 184,9 N.D.

Ademas, las caracteristicas de liberacion in vitro de estas formulaciones también se cuantificaron. Se presentan los
resultados para formulaciones a base de Gelucire® en las figuras 2a & 2b, formulaciones a base de Precirol® en la
figura 3, y formulaciones a base de Precirole/Gelucire® en la figura 4. Los resultados para otra formulacion a base de
Precirole/Gelucire® y también formulaciones a base de Dynasan® se presentan en la figura 6.
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Las formulaciones a base de Gelucire® exhiben una liberacion in vitro baja (aproximadamente 20-30%) y un perfil de
liberacion controlada. Los perfiles de liberacién in vitro de dos lotes diferentes de formulaciones Gelucire® 50/02 (1
G5 y 3G5) son similares, y permiten concluir que el proceso es altamente reproducible. También se encontré una
liberacién baja con la formulacién producida con una carga de 10wt% de microparticulas de hGH.

Es notable que para la misma carga de hGH (5%) el estallido in vitro se reduce mas en las formulaciones a base de
Dynasane y un estallido tan bajo se combina con un perfil de liberacién controlada mejorado.

Para la misma carga de hGH (5%), las formulaciones a base de Precirol® exhibieron un estallido mas alto pero una
tasa de liberacion mas baja. Los perfiles de liberacion in vitro de dos lotes diferentes de formulaciones de Precirol®
(1 P5 y 5P5) permiten concluir que el proceso es sumamente consistente.

También se demostré que, partiendo de particulas de hGH micronizadas secadas por pulverizacion, pueden
producirse microcapsulas lipidas solidas inyectables cargadas con hGH que exhiben una liberacién in vitro baja y un
perfil de liberacién controlada in vitro utilizando el proceso de fluido presurizado. Se mostré que estas formulaciones
pueden producirse sin desnaturalizacion de hGH (nivel bajo de HMWS y aumento de productos de degradacion de
proteina asociados).

Se realizd un estudio para evaluar la estabilidad de almacenamiento de las microcapsulas lipidas inyectables
cargadas de hGH, colocadas en viales de vidrio de 3 mL bajo nitr6geno, a 2-8 € y 25 €. Las muestras se
analizaron mediante SEC para la determinacién del contenido de proteina y el nivel de agregado de la proteina y se
realiz6 un analisis RP-HPLC para determinar las formas oxidadas y deamidadas. Para el analisis, se extrajo la hGH
de las microparticulas lipidas utilizando diclorometano. El disolvente disuelve el lipido en las microparticulas y
precipita la proteina. El precipitado de proteina se lava con el disolvente, se seca y después se reconstituye con una
fase acuosa antes del analisis HPLC. Los andlisis por cromatografia se realizaron como se describe con
anterioridad. Las muestras también se analizaron para determinar el contenido de humedad mediante determinacion
cuolométrica. Las muestras se extrajeron y analizaron al comienzo, después de 2 semanas, 1 mes y 2 meses. Los
resultados en las Tablas 8 y 9 muestran que la hGH en microparticulas lipidas obtenidas mediante el proceso fue
estable a 2-8°C y 25T al menos durante 2 meses.

Los expertos en el arte reconoceran, o podran determinar utilizando experimentacién de rutina, muchos equivalentes
de las realizaciones especificas de la invencion descritas especificamente en la presente invencién. Tales
equivalentes estan abarcados por el alcance de las siguientes realizaciones.

Tabla 8: Estabilidad de las microcapsulas lipidas cargadas de hGH a 2-8 °C

SEC HPLC
MUESTRA Contenido - RP HPLC Contenido
de hGH i%n:'etn'?? Puref)/a whw HMV\{)/S whw Proteinas de humedad
tedrico wiw (())a (%) (%) relacionadas (%)
(%) wiw (%)
T cero
3G5 1,7 15 99,1 0,9 10,15 1,3
2P5 1,7 1,6 98,9 1,1 8,5 1,0
1GP5 1,7 1,7 99,1 0,9 9,5 0,8
1G10 3,4 3,2 99,0 1,0 8,0 1,1
2 semanas 2-8 °C
3G5 1,7 1,4 98,9 11 11,6 1,0
2P5 1,7 1,5 98,6 1,4 9,5 1,3
1GP5 1,7 1,6 98,8 1,3 9,5 1,2
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SEC HPLC
MUESTRA ngtﬁggo Contenido Pureza wiw HMWS wiw Eritgg;(s: dg?lr:}renneiggd
tedrico wiw hGH total (%) (%) relacionadas (%)
(%) wiw (%)
2 semanas 2-8 °C

1G10 34 31 98,8 1,2 8,0 2,8

1 mes 2-8 °C
3G5 1,7 1,5 99,0 1,0 9,9 0,8
2P5 1,7 1,8 98,8 1,2 9,2 1,0
1GP5 1,7 1,7 99,0 1,0 9,7 0,9
1G10 34 3,2 99,0 1,0 7,7 1,2

2 meses 2-8 °C
3G5 1,7 1,6 99,0 1,0 9,5 0,8
2P5 1,7 1,8 98,8 1,2 9,0 0,9
1GP5 1,7 1,8 98,9 1,1 9,0 0,9
1G10 34 3,3 98,9 1,1 7,4 1,9
Tabla 9: Estabilidad de las microcapsulas lipidas cargadas de hGH a 25 °C
SEC HPLC
MUESTRA ngtre]gigo Contenido Pureza wiw HMWS w/w Erztgﬁllég dg%rlltﬁgggd
tedrico wiw hGH total (%) (%) relacionadas (%)
(%) wiw (%)
T cero
3G5 1,7 1,4 99,0 1,0 nt 1,3
2P5 1,7 1,8 98,8 1,2 9,8 0,9
1GP5 1,7 1,6 98,9 1,1 10,7 0,8
1G10 34 3,2 99,0 1,0 7,7 1,1
2 semanas 25 °C

3G5 1,7 1,4 98,9 1,1 11,7 11
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(continuacion)

SEC HPLC
MUESTRA Contenido - RP HPLC Contenido
de hGH ?}%n;en'd? Puref;\ whw HMV\{)/S whw Proteinas de humedad
tedrico wiw toota (%) (%) relacionadas (%)
(%) wiw (%)
2 semanas 25 °C

2P5 1,7 1,6 98,6 1,4 8,8 1,5
1GP5 1,7 1,5 98,8 1,2 11,0 1,2
1G10 3,4 3,1 98,8 1,3 9,2 1,8

1 mes 25°C
3G5 1,7 1,5 98,9 1,2 12,3 0,9
2P5 1,7 1,5 98,9 1,1 10,1 1,0
1GP5 1,7 1,7 98,5 1,5 10,5 0,9
1G10 3,4 3,3 98,8 1,2 8,7 1,3

2 meses 25 °C

3G5 1,7 1,5 98,8 1,2 12,7 0,7
2P5 1,7 1,8 98,5 1,5 10,7 0,9
1GP5 1,7 1,7 98,7 1,3 12,2 1,0
1G10 3,4 3,4 98,7 1,3 9,3 1,3
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REIVINDICACIONES

1. Microcapsulas que comprenden (1) al menos un nudcleo sélido interno que contiene al menos una hormona del
crecimiento, un agente de carga, que es un alcohol de azlcar, un azlcar y/o un amino azlcar, un tensioactivo, que
es un polisorbato o un copolimero de bloque polioxietileno-polioxipropileno, y (2) una cubierta externa que
comprende al menos un lipido.

2. Microcapsulas conforme a la reivindicacion 1, en donde la hormona del crecimiento es una hormona del
crecimiento humana (hGH) o un derivado, fragmento, variante, analogo funcional, o una sal de ésta que retiene la
actividad biolégica de la hormona del crecimiento humana.

3. Microcapsulas conforme a la reivindicacion 2, en donde el azlcar es un mono-, di- o trisacarido.

4. Microcapsulas conforme a la reivindicacion 3, en donde el azlUcar es sucrosa, lactosa, maltosa o trehalosa,
preferentemente sucrosa.

5. Microcapsulas conforme a la reivindicacion 2, en donde el amino azlcar es glucosamina, N-metilglucosamina,
galactosamina o acido neuraminico.

6. Microcépsulas conforme a la reivindicaciéon 2, en donde el alcohol de azdcar es manitol, sorbitol, dulcitol, xilitol o
ribitol, preferentemente manitol.

7. Microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el tensioactivo es éster de acidos
grasos de sorbitan polioxietileno, monooleato de sorbitan polioxietileno (20) o0 monolaurato de sorbitan polioxietileno
(20).

8. Microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el lipido tiene un punto de fusion de
al menos aproximadamente 40°C, preferentemente en el rango de 45°C a 80°C y mas preferentemente en el rango
de 48°C a 75°C.

9. Microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el lipido es un alcohol graso, un
éster de acidos grasos, un éster de poliol o un éster de al menos un &cido graso y al menos un poliol.

10. Microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el lipido es un glicérido
poliglicolisado y/o un éster de glicerol y acidos grasos.

11. Microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el lipido es glicéridos
poliglicolisados saturados que tienen un punto de fusion de 50°C y un valor HLB igual a 2, un gliceril
(palmitoestearato) o una mezcla de éstos.

12. Microcépsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la fase que constituye la cubierta
externa contiene un agente de dispersion para el ndcleo interno.

13. Microcapsulas conforme a la reivindicacion 12, en donde el agente dispersante es un fosfolipido o derivado de
éste, preferentemente lecitina de soja.

14. Microcapsulas conforme a una o0 mas de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la cubierta externa también
contiene un plastificante.

15. Microcéapsulas conforme a la reivindicacion 14, en donde el plastificante es un triglicérido de cadena media de un
Poloxamer.

16. Formulacion farmacéutica que comprende microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a 15
en suspension en un medio de dispersion.

17. Forma de presentacion de la formulacion conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 herméticamente
cerrada en una condicién de esterilizacién dentro de un envase adecuado para el almacenamiento antes de su
utilizacion.

18. Kit que comprende un envase que contiene las microcapsulas conforme a una o mas de las reivindicaciones 1 a
15 que comprenden (1) un ndcleo interno que contiene una hormona del crecimiento, un agente de carga, que es un
alcohol de azucar, un azucar, y/o un amino azucar, un agente tensioactivo, que es un polisorbato o un copolimero de
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bloque polioxietileno-polioxipropileno, y (2) una cubierta externa que comprende al menos un lipido y un envase con
un medio de dispersion.

19. Proceso para preparar una formulacién conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el nicleo
interno se prepara utilizando la técnica de secado por pulverizacion y la cubierta externa se prepara utilizando un
proceso basado en un fluido presurizado.

20. Proceso para preparar microcapsulas conforme a la reivindicacion 19, que comprende los pasos de:

(a) preparar una solucion/dispersién acuosa que comprende al menos una hormona del crecimiento, un agente
de carga, que es un alcohol de azlcar, un azlcar, y/o un amino azlcar, y un tensioactivo, que es un polisorbato
0 un copolimero de bloque polioxietileno-polioxipropileno;

(b) secar por pulverizacién la solucién/dispersion acuosa preparada en el paso (a) para producir microparticulas
gue contienen proteina;

(c) recoger las microparticulas obtenidas en el paso (b);

(d) preparar una dispersion homogénea que comprende las microparticulas obtenidas en el paso (c) y la fase
gue constituye la cubierta externa en un fluido presurizado, bajo condiciones de presién y temperatura donde el
fluido presurizado se disuelve en la fase lipida;

(e) despresurizar la dispersién preparada en el paso (d) a través de una boquilla y recolectar las microcapsulas
obtenidas en el paso (e).

21. Proceso para preparar microcapsulas conforme a cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20 en donde el nicleo
interno se prepara utilizando la técnica de secado por pulverizacion y la cubierta externa se prepara utilizando un
fluido presurizado cuya presién durante el paso de disolucién y dispersion se encuentra comprendida entre 0,4 Pcy
3 P, preferentemente entre 0,5P. y 2 P, mas preferentemente entre 0,75 P,y 1,5 P, siendo P la presion critica del
fluido.

22. Proceso para preparar microcapsulas conforme a cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21 en donde el fluido
presurizado es dioxido de carbono.

23. Proceso conforme a la reivindicacién 22 en donde el didéxido de carbono dilata el lipido para formar una fusién
saturada durante el paso de disolucion y dispersion (d).

24. Proceso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 22 y 23 en donde la temperatura durante el paso de
disolucién y dispersién (d) se encuentra en el rango de 30°C a 70°C, preferentemente entre 35°C y 65°C, y mas
preferentemente es de aproximadamente 60°C.

25. Proceso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24 en donde la presion durante el paso de disolucion
y dispersion (d) se encuentra en el rango de 6,0 MPa a 11,0 MPa, preferentemente cerca de aproximadamente 6
MPa o aproximadamente 10 MPa, y la presion pos-expansién se encuentra en el rango de 1,0 MPa a 5,5 MPa,
preferentemente en el rango de 1,5 MPa a 3,5 MPa, y mas preferentemente en el rango de 3,0 MPa a 5,0 MPa.
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Figura 2a: Perfiles de liberacion in vitro para 2 formulaciones de microcapsulas a base de Gelucire® (1G5, 3G5),
gue contienen 5% de microparticulas con nicleo de hGH. El % de proteina liberada se calcula en base a la carga de
hGH de las microparticulas determinada de manera experimental.
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Figura 2b : Perfiles de liberacion in vitro para una formulacién de microcapsulas a base de Gelucire® con 10% de
carga de microparticulas de hGH. El perfil de liberacidon se muestra calculado con respecto a la carga de hGH
determinada de manera experimental.
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Figura 3 : Perfiles de liberacion in vitro para 2 formulaciones de microcapsulas a base de Precirol® (1P5, 5P5). El %
de proteina liberada se calcula en base a la carga de hGH de las microparticulas determinada de manera
experimental.

28



ES 2367093 T3

100
90 -

50
40 A

% proteina liberada

20 - —0—1GP5
10 -

0 ) ¥ 1 J ¥
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 4 : Perfiles de liberacion in vitro para una formulacion a base de Precirol®/Gelucire® (1GP5). El % de proteina
liberada se calcula en base a la carga de hGH de las microparticulas determinada de manera experimental.
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Figura 5: Secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana
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Figura 6 : Perfiles de liberacion in vitro para formulaciones de microcapsulas (DM5, GP5b, D5, DM10). El % de
proteina liberada se calcula en base a la carga de hGH de las microparticulas determinada de manera experimental.
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